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1 Einleitung 
 
1.1 C4-Photosynthese 
 
1.1.1 Photosynthese zur Energiegewinnung 
Die Photosynthese ist einer der bedeutendsten enzymatischen Prozesse der Erde, der von 
fast allen Pflanzen und Algen zur Energiegewinnung genutzt wird und die Grundlage für 
autotrophes und heterotrophes Leben bildet. Dabei wird die Energie des Sonnenlichtes 
durch photosynthetisch aktive Organismen in Stoffwechselenergie umgewandelt. Eine 
wichtige Rolle spielt hierbei die Fixierung von anorganischem, oxidiertem Kohlenstoff und 
die anschließende Reduktion der entstehenden organischen Verbindungen.  
Klassischerweise wird die Photosynthese in zwei Teilprozesse gegliedert, die Lichtreaktion 
und die lichtunabhängige Dunkelreaktion. In der Lichtreaktion findet unter Nutzung der 
absorbierten Strahlungsenergie des Sonnenlichtes die Photolyse von Wasser statt. Dabei 
dissoziieren die Wasserstoffatome und das Sauerstoffatom des Wassers und der Sauerstoff 
wird als O2 freigesetzt. Zudem entstehen während der Lichtreaktion energiereiche 
Phosphatbindungen in Form von ATP (Adenosintriphosphat) und Reduktionsäquivalente 
wie NADH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid), die in der nachfolgenden Dunkelreaktion 
als Energielieferant dienen.  
In der Dunkelreaktion finden die eigentliche Fixierung des anorganischen CO2 
(Kohlendioxid) und die Umsetzung in energiereiche organische Verbindungen statt. Dazu 
wird Kohlenstoff mit der Energie aus den entstandenen Produkten der Lichtreaktion (ATP 
und NADH) reduziert und es entstehen eine Vielzahl von Zuckern, die Hauptprodukte der 
Photosynthese. Diese können zum Aufbau von Biomasse verwendet oder zu einem 
späteren Zeitpunkt in der Atmung zur Energiegewinnung wieder oxidiert werden. 
 
Mehr als 90 % aller terrestrischen Pflanzen assimilieren Kohlenstoff über den C3-
Stoffwechselweg (Ku et al., 1996), das heißt bei der Fixierung des atmosphärischen CO2 
entsteht als erstes nachweisbares Produkt ein C3-Körper (Phosphoglycerat). Dieser wird in 
den Calvin-Zyklus eingeschleust, wo er zur Gewinnung von Kohlenhydraten genutzt wird. 
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Das entscheidende Enzym der Reaktion ist RubisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase). Dieses Enzym besitzt eine Doppelfunktion und katalysiert neben 
der in der Photosynthese notwendigen Carboxylasereaktion auch eine Oxygenasereaktion 
und kann folglich sowohl mit CO2 als auch mit O2 reagieren. Im Fall der Fixierung von O2 
durch RubisCO entsteht das Nebenprodukt Phosphoglycolat. Dieses kann nicht zur 
Energiegewinnung eingesetzt werden, sondern wird von der Pflanze über die 
Photorespiration recycelt. Dieser Vorgang findet in speziellen Zellkompartimenten, den 
Peroxisomen, statt. Hier wird das in den Chloroplasten entstandene Phosphoglycolat durch 
die Glycolatoxidase zu Glyoxylat oxidiert, anschließend transaminiert und als Glycin in die 
Mitochondrien exportiert, wo es nach Desaminierung und Decarboxylierung zur 
Serinsynthese genutzt wird. Der Pflanze gehen dadurch bereits fixiertes CO2, Stickstoff 
und Energie verloren. Der Nettogewinn der Photosynthesereaktion wird somit reduziert. 
Besonders in Gebieten mit ariden Bedingungen stellt die Photorespiration ein erhebliches 
Problem für Pflanzen dar, da die Oxygenaseaktivität der RubisCO mit der Temperatur 
zunimmt und das Schließen der Stomata als Schutz vor Wasserverlust den O2-Partialdruck 
in den Interzellularräumen steigen und den CO2-Partialdruck sinken lässt (Brooks and 
Farquhar, 1985). Eine Lösung dieses Problems stellt die im nachfolgenden beschriebene 
C4-Photosynthese dar. 
 
1.1.2 Photosynthese bei C4-Pflanzen 
Ca. 2 Milliarden Jahre nach der Evolution der RubisCO fiel die CO2-Menge der 
Atmosphäre um 90 % ab und vor 1,5 Milliarden Jahren begann durch die Photosynthese O2 
zu akkumulieren. Die Kohlendioxidmenge nahm in Folge des Auftretens von 
Landpflanzen vor 500 Millionen Jahren weiter stark ab (Sharkey, 2001). Die Eigenschaft 
der RubisCO, neben CO2 auch O2 umzusetzen, wurde zu diesem Zeitpunkt von immer 
größerer Bedeutung und wirkte sich aus bereits erwähnten Gründen vor allem für Pflanzen 
an ariden Standorten nachteilig aus. 
Im Laufe der Evolution entwickelten sich daher aus dem ursprünglichen 
photosynthetischen C3-Grundzustand die C4-Pflanzen (Langdale and Nelson, 1991; Sheen, 
1999; Blasing et al., 2000). Dies geschah wahrscheinlich in mindestens 18 
Pflanzenfamilien unabhängig voneinander, so dass heute eine Vielzahl verschiedener 
Spezies C4-Photosynthese zeigt (Sage et al., 1999; Kellogg, 2001).  
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Da die vorliegende Arbeit sich mit Maispflanzen beschäftigt, wird in den folgenden 
Abschnitten vornehmlich auf die biochemischen und anatomischen Anpassungen bei Mais 
eingegangen. Der C4-Stoffwechselweg läuft hier in zwei zellulär getrennten Schritten ab 
und ist eine koordinierte Interaktion zweier morphologisch und funktionell 
unterschiedlicher Zelltypen, den Bündelscheiden- und Mesophyllzellen (Abbildung 1 und 
Abbildung 2). Die primäre Fixierung des CO2 in einen C4-Körper findet in den 
Mesophyllzellen statt. Anschließend erfolgen die Freisetzung des CO2 und die Refixierung 
durch RubisCO in den Bündelscheidenzellen. Durch diesen Mechanismus kommt es zu 
einer 4 bis 5-fach erhöhten CO2-Konzentration in den Bündelscheidenzellen gegenüber den 
Mesophyllzellen. Damit kann eine Unterdrückung der Oxygenaseaktivität zugunsten der 
Carboxylaseaktivität und folglich eine Reduktion der Photorespiration bewirkt werden 
(Dai et al., 1993).  
 
 
 
Abbildung 1: Querschnitt durch ein Maislaubblatt 
Dargestellt ist die mikroskopische Aufnahme eines Querschnittes durch Blattgewebe von Zea mays. BSZ = 
Bündelscheidenzelle; EZ = Epidermiszelle; LB = Leitbündel; C4-MES = C4-Mesophyllzelle (Hahnen, 2004). 
 
 
Um die CO2-Konzentrierung der C4-Pflanzen effizient zu gestalten und einen 
ausreichenden Metabolitenaustausch zwischen den Zellen zu gewährleisten, ist ein direkter 
Kontakt der beiden beteiligten Zelltypen durch zahlreiche Plasmodesmata erforderlich. C4-
Pflanzen besitzen im Vergleich mit C3-Pflanzen 3-5 mal mehr Plasmodesmata zwischen 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen (Botha, 1992). Der notwendige, enge Kontakt 
zwischen den Zelltypen limitiert die Anzahl der Mesophyllzellen zwischen den 
Bündelscheidenzellen und führt in den photosynthetisch aktiven Geweben bei C4-Pflanzen 
zu auffälligen Strukturen, der Kranz-Anatomie (Abbildung 1). Dabei sind die 
Bündelscheidenzellen konzentrisch um die Leitbündel angeordnet. Zwischen ihnen 
100 µm 
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befinden sich maximal zwei Mesophyllzellen. Der Abstand der Leitbündel ist also im 
Vergleich zu C3-Geweben, mit bis zu 20 Mesophyllzellen zwischen den Leitbündeln, 
deutlich erniedrigt (Langdale et al., 1988; Dengler and Nelson, 1999). 
Bündelscheidenzellen von C4-Pflanzen weisen zusätzlich eine dickere, durch 
Suberineinlagerungen stabilisierte Zellwand auf, die den Gasaustausch mit den 
Interzellularen erschwert und die Konzentrierung des CO2 in den Zellen begünstigt. Zudem 
gelangt so kein O2 in die Zellen (Dengler and Nelson, 1999).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der C4-Photosynthese in Mais 
Dargestellt ist der NADP-ME-Typ der C4-Photosynthese in Mais. ATP = Adenosintriphosphat;  
AMP = Adenosinmonophosphat; CA = Carboanhydrase; HCO3- = Bicarbonat; MDH = Malatdehydrogenase; 
ME = Malatenzym; NADPH = Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduziert); NADP+ = 
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (oxidiert); OAA = Oxalacetat; PEP = Phosphoenolpyruvat; 
PEPC = Phosphoenolpyruvat-Carboxylase; PPDK = Pyruvat-Pi-Dikinase; PYR = Pyruvat; RuBP = 
Ribulose-1,5-bisphosphat; RubisCO = Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase. Als graue 
Umrandung ist die verdickte Zellwand der Bündelscheidenzellen dargestellt. 
 
 
Der schematische Ablauf der CO2-Fixierung in Maispflanzen ist in Abbildung 2 dargestellt 
und wird im Folgenden näher beschrieben.  
Das erste Enzym bei der Fixierung von CO2 ist die Carboanhydrase (CA), die das CO2 im 
Cytoplasma der Mesophyllzellen zu HCO3-
 
(Bicarbonat) umwandelt, welches dann mit 
Phosphoenolpyruvat (PEP) durch das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) als 
Oxalacetat (OAA) fixiert wird (Abbildung 2). In den Chloroplasten der Mesophyllzellen 
wird das OAA zu Malat reduziert, diffundiert anschließend in die Bündelscheidenzellen 
CO2 
Mesophyllzelle Bündelscheidenzelle 
NADPH+
ATP
Chloroplast Chloroplast CO2 
HCO3- 
OAA OAA Malat Malat
RuBPPYR PYRPEP PEP
Pi 
AMP 
NADP+
CO2 NADPH+
NADP+
Calvin 
Zyklus 
PPDK 
PEPC 
MDH 
CA 
ME 
RubisCO
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und wird dort in den Chloroplasten durch das NADP-abhängige Malatenzym (ME) wieder 
decarboxyliert. Das so freigesetzte CO2 kann von RubisCO refixiert und in den Calvin-
Zyklus eingeschleust werden. Das bei der Reaktion entstandene Pyruvat wird durch die 
Pyruvat-Pi-Dikinase (PPDK) in den Chloroplasten der Mesophyllzellen wieder zu PEP 
recycelt und kann nach dem Transport in das Cytoplasma zur erneuten Fixierung von CO2 
verwendet werden (Hatch, 1999; Kanai and Edwards, 1999). 
 
Neben dem hier beschriebenen Typ existieren noch zwei weitere, hier nicht näher 
beschriebene Typen der C4-Photosynthese, der NAD-ME Typ und der PEP-CK Typ. Die 
Einteilung in die verschiedenen Gruppen erfolgt dabei nach den jeweiligen 
Decarboxylierungsenzymen in den Chloroplasten der Bündelscheidenzellen (Kanai and 
Edwards, 1999). 
 
1.1.3 Regulation C4-spezifischer Gene 
Die an der C4-spezifischen Photosynthese beteiligten Gene entwickelten sich während der 
Evolution nicht neu, sondern haben Homologe in C3-Pflanzen, die dort aber geringer 
exprimiert werden (Ku et al., 1996). Die C4-Photosynthese erforderte also neben den 
anatomischen Veränderungen eine höhere und gewebespezifische Expression von bereits 
vorhandenen Genen. In der C4-Pflanze Mais sind insbesondere die Enzyme CA, PEPC, 
MDH und PPDK im C4-Mesophyll aktiv, RubisCO und ME hingegen werden vorwiegend 
in den Bündelscheidenzellen exprimiert (Hahnen et al., 2003; vgl. Abbildung 2). 
Die Regulation dieser Enzyme erfolgt sowohl auf der Proteinebene als auch durch die 
Beeinflussung der Expression. Im Folgenden wird die Regulation der in dieser Arbeit 
untersuchten Gene in Maispflanzen beschrieben. 
 
1.1.3.1 Phosphoenolpyruvat-Carboxylase  
Das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) wird in C4-Pflanzen durch eine 
Multigenfamilie codiert, die C3-, C4- und wurzelspezifische Isoformen enthält. Die C3-
Isoform wird in geringen Mengen im gesamten Blattgewebe konstitutiv exprimiert, 
während die C4-Isoform einer lichtinduzierten Expression unterliegt und ausschließlich im 
Mesophyllgewebe exprimiert wird. 
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Bei Belichtung von etiolierten Maisblättern nimmt die mRNA-Menge der C4-PEPC in 
Mesophyllzellen zunächst stark zu und sinkt dann auf einen stabilen Wert ab (Sheen and 
Bogorad, 1987). Zur Ursache dieses Anstieges gibt es widersprüchliche Untersuchungen, 
die entweder auf eine direkte Lichtinduktion des C4-PEPC-Gens mittels Phytochrom-
Kontrolle (Thomas et al., 1990; Ma and Feng, 1993) oder eher auf eine indirekte Wirkung 
durch lichtinduzierte Veränderungen in der Blattentwicklung, insbesondere der 
Plastidenbiogenese, schließen lassen (Schaeffner and Sheen, 1992).  
In der 5`-flankierenden Region des C4-PEPC-Gens befinden sich regulierende cis-
Elemente, die das typische Transkriptionsmuster von PEPC in den verschiedenen 
Maisgeweben steuern. So konnte nach einer Fusion der 5`-Region mit dem Gen für die ß-
Glucoronidase (GUS) dieses Enzym ausschließlich in Mesophyllzellen nachgewiesen 
werden (Taniguchi et al., 2000).  
Auch der DNA-Methylierung an einer Position 3 kb in 5`-Richtung vor dem PEPC-Gen 
wird eine regulatorische Funktion zugewiesen, da die Demethylierung dieser Position mit 
der Akkumulation der mRNA der C4-PEPC in Mesophyllzellen einhergeht (Langdale et 
al., 1991). 
Während der lichtinduzierten Transkriptionsaktivierung konnte zudem eine Reorganisation 
des Chromatins im Promotorbereich beobachtet werden. Durch eine Auflockerung der 
Chromatinstruktur kann die Transkription erleichtert werden und der Zugang zu 
potentiellen regulatorischen cis-Elementen wird ermöglicht (Kalamajka et al., 2003). 
Als trans-wirkende Faktoren wurden DOF-Proteine (DNA-binding with one finger) 
identifiziert. Diese stellen eine Klasse von Transkriptionsfaktoren dar, die nur in Pflanzen 
vorkommen (Yanagisawa, 2002). Einer Hypothese zufolge wirkt DOF1 im Blatt als 
Transkriptionsaktivator der spezifisch für die C4-Isoform des PEPC-Gens ist, DOF2 
hingegen wirkt als Repressor (Yanagisawa and Sheen, 1998). In einer anderen Studie 
konnten weitere Transkriptionsfaktoren gefunden werden, die mit der 5`-Region des 
PEPC-Promotors interagieren. Es gelang bisher jedoch nicht diese Faktoren zu isolieren 
(Taniguchi et al., 2000). 
Neben der trankriptionellen Regulation ist für PEPC auch eine Regulation der 
Proteinaktivität bekannt. So liegt das Enzym im verdunkelten Blatt in einer wenig aktiven 
Form vor und wird erst bei Belichtung durch die PEPC-Kinase phosphoryliert und so in die 
aktive Form überführt. Auch eine Rückkopplungshemmung durch Malat ermöglicht ein 
sehr genaues Einstellen der Enzymkonzentration und -aktivität der C4-PEPC (Bailey et al., 
2000). 
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1.1.3.2 Malatenzym  
In Maispflanzen wurden bisher drei Gene gefunden, die für das Malatenzym (ME) 
codieren und untereinander stark homolog sind. Während eine dieser Isoformen nur im 
Wurzelgewebe vorkommt, ist die Expression der zwei anderen Gene für den Hauptanteil 
des ME in der Pflanze verantwortlich. So weist das Genprodukt der zweiten Isoform 
ähnliche Eigenschaften und Funktionen auf, wie das in C3-Pflanzen vorkommende Enzym 
und wird in allen Geweben, mit Ausnahme der Bündelscheidenzellen, konstitutiv 
exprimiert. Die dritte Isoform dagegen repräsentiert die C4-typische ME-Isoform und zeigt 
eine lichtinduzierbare, bündelscheidenspezifische Expression in Abhängigkeit vom 
Entwicklungsstadium des Blattes (Tausta et al., 2002). Die lichtinduzierte Aktivierung 
dieser Isoform des ME findet auf transkriptioneller Ebene statt (Collins and Hague, 1983), 
allerdings konnten bisher noch keine konkreten Regulationselemente im Bereich des Gens 
identifiziert werden. Die gewebespezifische Expression dagegen scheint im Gegensatz zur 
Lichtinduzierbarkeit posttranskriptionell reguliert zu werden, da ältere Untersuchungen in 
Form von „Run-On“-Experimenten die Expression der C4-spezifischen Isoform sowohl in 
Mesophyllzellen als auch in Bündelscheiden zeigen, während das C4-typische Enzym nur 
in Bündelscheiden nachgewiesen werden konnte (Sheen, 1999).  
 
1.1.3.3 Pyruvat-Pi-Dikinase  
In Maispflanzen konnten 3 Gene für das Enzym Pyruvat-Pi-Dikinase (PPDK) identifiziert 
werden, eine plastidäre C4-Form und zwei cytosolische Isoformen. Das C4-Gen beinhaltet 
dabei die codierende Sequenz eines der cytosolischen Gene, lediglich ein hinzugefügtes 
Chloroplasten-Transitpeptid unterscheidet die beiden Isoformen. Dieses Transitpeptid wird 
im ersten Exon der C4-Isoform kodiert, welches durch ein 5 kb langes Intron vom ersten 
Exon der C3-Isoform getrennt ist. In diesem Intron befindet sich zudem die 
Promotorsequenz des C3-Gens (Sheen, 1999).  
Während die cytoplasmatischen Isoformen konstitutiv exprimiert werden, unterliegt die 
Expression der C4-spezifischen Isoform einem licht- und entwicklungsabhänigen sowie 
einem gewebespezifischen Muster. Das Enzym wird ausschließlich in belichteten 
Mesophyllzellen exprimiert. Diese Regulation wird auf cis-Elemente im 5`-Bereich des C4-
spezifischen Promotors zurückgeführt (Sheen, 1991, 1999). 
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Analog zur Regulation der PEPC wird auch die enzymatische Aktivität der PPDK durch 
Phosphorylierung bestimmt. Hier ist allerdings das Enzym im dephosphorylierten Zustand 
aktiv (Chastain et al., 2002).  
 
1.1.3.4 Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase  
Das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) ist ein 
Holoenzym, das aus einer großen und einer kleinen Untereinheit besteht, die wiederum aus 
Oktameren zusammengesetzt sind. Die große Untereinheit ist im Genom der 
Chloroplasten, die kleine Untereinheit durch eine Genfamilie im Nukleus codiert. Die 
Transkripte für die kleine Untereinheit der RubisCO RbcS1 und RbcS2 wurden bereits 
näher charakterisiert. In etiolierten Maispflanzen ist sowohl in Bündelscheiden als auch in 
Mesophyllzellen eine Expression von RubisCO nachweisbar. Erst bei Belichtung wird die 
Expression der beiden Gene auf die Bündelscheidenzellen beschränkt (Ewing et al., 1998). 
Somit sind zwei Faktoren bei der gewebespezifischen Regulation von RubisCO 
entscheidend, die erhöhte Transkription der Gene bei Belichtung in den 
Bündelscheidenzellen und die Unterdrückung der Transkription in Mesophyllzellen. Einige 
dieser regulatorisch wirkenden cis-Elemente konnten bereits identifiziert werden. So 
wurden sowohl Regulatorelemente in der 5`- als auch in der 3’-Region der Gene gefunden, 
die synergistisch bei der Regulation und gewebespezifischen Expression wirken 
(Schaeffner and Sheen, 1991; Sheen, 1999).  
Eine andere Studie zeigte Hinweise auf eine stärkere Lichtinduzierbarkeit des rbcS2- im 
Vergleich zum rbcS1-Gen (Ewing et al., 1998) und die Beteiligung von Rezeptorelementen 
für Phyto- und Chryptochrome (Purcell et al., 1995) an der gewebespezifischen 
Transkription des Enzymes. Neben der transkriptionellen Regulation der kleinen 
Untereinheit deuten Untersuchungen auch auf eine Regulation auf posttranskriptioneller 
Ebene hin, da der Promotor der RubisCO-Gene auch nach Belichtung in Mesophyllzellen 
weiterhin ein gewisses Maß an Aktivität zeigt, aber kein Protein nachweisbar ist 
(Schaeffner and Sheen, 1991; Sheen, 1999).  
Auch für RubisCO konnte eine Regulation der  Enzymaktivität nachgewiesen werden. Das 
Enzym RubisCO-Aktivase katalysiert eine Carbamoylierung der RubisCO und versetzt das 
Enzym dadurch in den aktiven Zustand (Houtz and Portis, 2003). Zudem sind 
Mechanismen der Substrathemmung bekannt, auf die hier allerdings nicht näher 
eingegangen wird. 
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1.2 Epigenetische Grundlagen der Genregulation 
In einer menschlichen Zelle sind rund 2 m DNA im Zellkern verpackt. Diese großen 
Ausmaße erzwingen eine sehr dichte Anordnung der Nukleinsäuren. Um zeitnah auf 
Umwelteinflüsse und zellinterne Veränderungen reagieren zu können, muss dennoch 
gewährleistet sein, dass unter diesen Bedingungen Gene konstitutiv exprimiert, bei Bedarf 
schnell aktiviert oder auch reprimiert werden können. Sowohl bei der Regulation der 
Transkription als auch der dichten Verpackung der DNA in der Zelle, spielen 
Histonproteine eine wichtige Rolle. Jeweils zwei der „Core-Histone“ H3, H4, H2A und 
H2B formen zusammen ein oktameres Nukleosom, um das 146 Nukleotidbasen der DNA 
gewunden sind. Verbunden sind diese Nukleosomen durch kurze „Linker-DNA“-Bereiche 
(Kornberg and Lorch, 1999). Die Einheit von Histonproteinen zusammen mit der auf ihnen 
aufgewickelten DNA, den gerade entstehenden RNA-Molekülen und weiteren an die DNA 
gebundenen Proteinen wird als Chromatin bezeichnet. 
Bezüglich der Transkription von Chromatinbereichen kann zwischen fakultativem und 
konstitutivem Heterochromatin sowie Euchromatin unterschieden werden. Dabei 
beschreibt Euchromatin chromosomale Bereiche mit hoher Trankriptionsaktivität und 
enthält die Mehrheit der Gene. Centromere oder telomere Genregionen hingegen werden 
als konstitutives Heterochromatin bezeichnet. Diese Bereiche enthalten einen hohen Anteil 
an repetitiven Sequenzen und werden nicht transkribiert. Gene in fakultativem 
Heterochromatin liegen zwar inaktiv vor, können aber unter bestimmten Bedingungen 
wieder aktiviert werden (Avramova, 2002).  
Die Transkription von Genen korreliert oft mit einer Veränderung ihrer 
Nukleosomenstruktur. So findet man in Heterochromatin eine dichte Anordnung der 
Nukleosomen, in exprimierten Bereichen hingegen liegen sie meist in aufgelockerter Form 
vor. Die Zugänglichkeit für den Transkriptionsapparat zum Gen ist so erhöht (Fransz and 
de Jong, 2002). 
Die Regulation der Transkription von Genen kann unter anderem durch Modifikation der 
Histonproteine beeinflusst werden. Dazu können einzelne oder mehrere Aminosäurereste 
beispielsweise durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, 
ADP-Ribosylierung oder auch Sumoylierung modifiziert werden (Biel et al., 2005; 
Margueron et al., 2005). Spezifische Modifikationen korrelieren dabei mit bestimmten 
Trankriptionsaktivitäten (Nightingale et al., 2006). Auf die Acetylierung und Methylierung 
von Histonen wird in den Kapiteln 1.2.2 und 1.2.3 genauer eingegangen.  
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Eine weitere Möglichkeit der Genregulation ist die Modifikation der DNA-Sequenz selbst. 
Die Methylierung der DNA an bestimmten Sequenzen tritt oft im Zusammenhang mit 
reprimierten Genen auf und wird in Kapitel 1.2.6 detaillierter beschrieben.  
Die erwähnten Regulationsmechanismen der DNA-Methylierung und Histonmodifikation 
können auch an Tochterzellen weitergegeben und die in ihnen enthaltene Information so 
vererbt werden. Die Gesamtheit dieser Modifikationsmöglichkeiten des Chromatins zur 
Regulation der Transkription wird im Allgemeinen als Epigenetik bezeichnet. Dieser 
Begriff beeinhaltet alle stabilen Änderungen der Genexpression, die während der 
Entwicklung und Zellproliferation erreicht werden (Jaenisch and Bird, 2003). 
 
1.2.1 Einfluss von Histonmodifikationen auf die Regulation der 
Genexpression 
Jedes Core-Histon bildet eine globuläre Domäne (Luger et al., 1997). Lediglich der 
Aminoterminus wird als flexible, bezüglich der Primärstruktur hochkonservierte Kette an 
der Oberfläche des Nukleosoms präsentiert (Biel et al., 2005). Dieser N-Terminus ist 
Gegenstand zahlreicher posttranslationaler Modifikationen. In dieser Hinsicht am besten 
untersucht sind die Histone H3 und H4. Abbildung 3 zeigt die bislang bekannten, 
modifizierbaren Aminosäurereste des N-terminalen Endes von Histon H3. Der gezeigte 
Abschnitt des Proteins kann an mehreren Positionen acetyliert, methyliert oder 
phosphoryliert werden. An den Lysinen 9, 14 und 23 kann sowohl eine Acetylierung als 
auch eine Methylierung vorliegen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die 
Methylierungszustände des Lysins 4 auf Histon H3 (=H3K4) und des Lysins 9 auf Histon 
H3 (=H3K9) am C4-PEPC-Gen, C4-ME-Gen,  C4-PPDK-Gen und dem RbcS2-Gen in 
Maispflanzen untersucht.  
Viele der Histonmodifikationen korrelieren mit bestimmten Aktivitätszuständen eines 
Gens. Am besten untersucht sind in diesem Zusammenhang die Auswirkungen von 
Histonacetylierung und –methylierung. In den folgenden Abschnitten wird daher 
detaillierter auf die Bedeutung dieser beiden Modifikationen in Verbindung mit 
Transkription eingegangen. 
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Aminosäurerest           A R T K Q T A R K S T G G K A P R K Q L A T K A A R K S A P A T G G V K
Nr. der Aminosäure         2  3  4                   9 10 11         14        17 18       22 23        26 27 28                             36
Ac Ac Ac
MePMe MePP Me MeAc PMe MeMeP Me
N-Terminus H3
 
 
Abbildung 3: Modifizierbare Aminosäurereste am N-Terminus des Histons H3 
Dargestellt ist ein N-terminaler Ausschnitt aus der Aminosäuresequenz des Histons H3 mit den hier 
möglichen posttranslationalen Modifikationen. Die Nomenklatur der Aminosäuren bezieht sich auf den 
Einbuchstabencode (vgl. Anhang?). Die Zahlen unter den Aminosäuren bezeichnen ihre Position innerhalb 
des Proteins. Me = Methylierung, P = Phosphorylierung, Ac = Acetylierung. Verändert nach Schneider 
(http://www.immunbio.mpg.de/home/research/spemann/schneider/index.html). 
 
 
1.2.2 Acetylierung von Histonen 
Die Histonacetylierung zählt zu den am häufigsten untersuchten Histonmodifikationen. 
Dabei werden die ε-Amino-Funktionen konservierter Lysinreste acetyliert. Durch die 
aufeinander abgestimmte Aktivität von Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histon-
Deacetylasen (HDACs) stellt sich ein spezifischer Acetylierungsgrad ein (Kurdistani and 
Grunstein, 2003). Generell zeigt die Acetylierung von Histonen in der Promotor- oder 
kodierenden Region von Genen eine starke positive Korrelation mit der Transkription der 
entsprechenden Gene (Lusser et al., 2001; Schubeler et al., 2004). So sind euchromatische 
Genbereiche sehr viel stärker aceytliert als heterochromatische Regionen. Aber auch 
einzelne acetylierte Lysinreste wie z.B. das Lysin K14 des Histons H3 können eine 
bestimmte Funktion haben (Berger, 2002) und zusammen mit anderen 
Histonmodifikationen eine Art Code bilden (vgl. Kapitel 1.2.5). Dabei unterscheidet sich 
das Vorkommen spezifischer Acetylierungen stark zwischen Pflanzen und anderen 
Organismen (Fuchs et al., 2006). 
Die Histonacetylierung am C4-PEPC-Gen in Maispflanzen wurde bereits untersucht 
(Offermann et al., 2006). Dabei wurde gezeigt, dass mit der Belichtung der Pflanzen auch 
eine stärkere Acetylierung der Histone H3 und H4 auftritt. Dies trifft sowohl für den 
Promotor- als auch den kodierenden Bereich des PEPC-Gens zu. Eine gewebeabhängige 
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Acetylierung, die dem gewebespezifischen Expressionsmuster des PEPC-Gens folgt, 
konnte nicht nachgewiesen werden. Die Acetylierungsstärke in Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen ist identisch. Für die Acetylierung konnte durch Inkubation der 
Pflanzen in einer Zeatin- und Stickstoff-haltigen Lösung nachgewiesen werden, dass 
wahrscheinlich das Licht für diese Modifikation verantwortlich ist (Offermann et al., 
2006).  
 
1.2.3 Methylierung von Histonen 
Histone können sowohl an Arginin- als auch an Lysinresten methyliert werden. Dabei ist 
die Lysinmethylierung bislang am intensivsten untersucht worden. Lysine können in 
mono-, di- oder tri-methylierter Form vorliegen und diese Modifikationen können 
bestimmte Funktionen besitzen (Dutnall, 2003). Wie bei der Acetylierung von Histonen 
erfolgt auch bezüglich der Methylierung eine Einstellung eines bestimmten 
Methylierungsgrades über die koordinierte Aktivität von Histon-Methyltransferasen und 
Histon-Demethylasen als dynamischer Prozess  (Bannister and Kouzarides, 2005; Biel et 
al., 2005; Tsuji et al., 2006).  
Allgemein werden die Methylierungen an H3K4 und H3K36 als Marker für Euchromatin 
betrachtet, methyliertes H3K9, H3K27 oder H4K20 korrelieren eher mit inaktiven 
Genbereichen, bzw. heterochromatischen Regionen (Martin and Zhang, 2005). Analog zur 
Acetylierung existieren auch hier große Unterschiede zwischen verschiedenen 
Organismen. Die euchromatischen Marker H3K4 und H3K36 sind relativ konserviert, die 
für heterochromatische Bereiche typischen Methylierungen H3K9, H3K27 und H4K20 
unterscheiden sich hingegen stark. So ist beispielsweise eine tri-Methylierung von H3K9 
kein reiner Heterochromatin-Marker, sondern korreliert in einigen Organismen auch mit 
euchromatischen Regionen (Fuchs et al., 2006). 
Grundsätzlich können sowohl Promotor- als auch codierende Regionen eines Gens eine 
Histonmethylierung aufweisen. Für Arabidopsis konnte beispielsweise für di-methyliertes 
H3K4 (dimetH3K4) eine Verteilung über das gesamte FLC-Gen nachgewiesen werden 
(Bastow et al., 2004; Zhao et al., 2005). 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Methylierungszustände der Lysine K4 und K9 des 
Histons H3 untersucht. Dabei wurden die Analysen auf mono-, di- oder tri-methyliertes 
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H3K4 (monometH3K4, dimetH3K4, trimetH3K4), bzw. di-methyliertes H3K9 
(dimetH3K9) fokussiert. 
  
Die mono-methylierte Form des H3K4 ist die bislang am wenigsten untersuchte 
Methylierung dieses Lysinrestes. In Chlamydomonas konnte gezeigt werden, dass die 
Modifikation mit Repression bestimmter Gene, Transgene und Transposons korreliert und 
in Euchromatin vorkommt (van Dijk et al., 2005). Weitere Untersuchungen zur Funktion 
des monometH3K4 oder Analysen in Maispflanzen oder Arabidopsis gibt es bislang nicht. 
Sowohl die di-methylierte als auch die tri-methylierte Form von H3K4 wird mit aktiven 
Genbereichen in Verbindung gebracht (He and Amasino, 2005). In Hefe und Drosophila 
korreliert das Vorhandensein von trimetH3K4 stark mit aktiven Genen, aber auch 
dimetH3K4 ist in höheren Eukaryoten an aktiven Genen zu finden (He and Amasino, 
2005). In Arabidopsis konnte durch Chromatin-Immunopräzipitation gezeigt werden, dass 
die di-methylierte Form von H3K4 ein allgemeiner und transkriptions-unabhängiger 
Marker für transkribierbare Gene ist und diese von heterochromatischen Regionen 
abgrenzt (Alvarez-Venegas and Avramova, 2005). Zudem wurde in der Arbeit gezeigt, 
dass die tri-Methylierung von H3K4 bei niedrigen Expressionsstärken nicht reduziert wird 
und zusätzlich zur Histonmodifikation noch andere Parameter, wie z.B. 
Transkriptionsfaktoren, einen Einfluss auf die Expression des untersuchten Gens haben.  
Die Methylierung von H3K9 wird in der Literatur meist mit reprimierten Genen oder 
Heterochromatin in Verbindung gebracht. Aber auch hier unterscheiden sich die 
verschiedenen Methylierungsstadien in ihrer Funktion. Für tierische Zellen konnte 
beispielsweise nachgewiesen werden, dass trimetH3K9 vorwiegend in Heterochromatin 
lokalisiert ist, wohingegen monometH3K9 und dimetH3K9 in Euchromatin vorkommen 
(Jackson et al., 2004). Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um James P. Jackson 
zeigten, dass in Arabidopsis hauptsächlich mono- und dimetH3K9 vorkommt während 
trimetH3K9 hier kaum vorhanden war. Diese Arbeit legt die Vermutung nahe, dass 
dimetH3K9 den wichtigsten Marker für reprimierte Gene und Heterochromatin in 
Arabidopsis darstellt. In Maispflanzen konnte dagegen nachgewiesen werden, dass 
dimetH3K9 in euchromatischen Regionen präsent ist, nicht jedoch in Heterochromatin (Shi 
and Dawe, 2006). Hier wurde bereits der Verdacht geäußert, dass diese Modifikation für 
eine temporäre oder gewebespezifische Repression von Genen zuständig ist. Dies legt eine 
Untersuchung der dimetH3K9-Modifikation auch für das PEPC-Gen nahe.  
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Die Methylierung von H3K9 ist unmittelbar mit DNA-Methylierung verbunden. In 
Neurospora crassa beispielsweise ist H3K9-Methylierung die Voraussetzung für DNA-
Methylierung und mehrere Proteine, die an der DNA-Methylierung beteiligt sind (DNA-
Methyltransferasen und methylierte DNA bindende Proteine), interagieren direkt mit den 
Histon-methylierenden Enzymen (Freitag and Selker, 2005). Es gibt jedoch auch Beispiele 
bei denen die H3K9-Methylierung der DNA-Methylierung zu folgen scheint. Diese 
Thematik wird in der Literatur derzeit intensiv diskutiert (Richards, 2002). 
Auch eine Verbindung des methylierten H3K9 zu RNAi (RNA-Inteferenz) ist bekannt. Ein 
Ausschalten von Komponenten des RNAi-Mechanismus beeinflusst die Formation von 
Heterochromatin und den Grad an methyliertem H3K9 sowie die Bindung von HP1 
(Bannister and Kouzarides, 2005).  
 
 
 
Abbildung 4: Erkennung methylierter Histone durch spezifische Proteine 
Dargestellt sind einige der bekannten, Methylgruppen-bindenden Proteine und ihre jeweiligen 
Erkennungsstellen auf den Histonen H3 (gestrichelte Linie) und H4 (hellgraue Linie). DNA ist weiß-grau 
dargestellt, me-CpG repräsentiert DNA-Methylierung. Die Pfeile zwischen DNA-Methylierung, K9-
Methylierung und dem RNAi-Mechanismus repräsentieren die wechselseitigen Interaktionen. RNAi-
machinery = RNAi-Mechanismus, CHD1 = chromodomain helicase DNA-binding protein 1,  HP1 = 
heterochromatin protein 1,  PC = Polycomb protein,  p53BP1 = p53-binding protein 1, CRB2 = Cut5-repeat-
binding protein 2. Verändert nach (Bannister and Kouzarides, 2005). 
 
 
Die Umsetzung von Histonmethylierungen in zelluläre Funktionen, bzw. in Aktivierung 
oder Repression des jeweiligen Gens, kann über Proteine erfolgen, die spezifische 
Methylierungen erkennen können. Abbildung 4 zeigt einige dieser Proteine mit den jeweils 
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erkannten Methylierungen nach (Bannister and Kouzarides, 2005). Reprimierend wirkende 
Proteine wie das HP1 (heterochromatin protein 1) oder das PC-Protein (drosophila 
polycomb protein) besitzen demzufolge eine Chromodomäne, die ihnen erlaubt, spezifisch 
eine Methylierung an H3K9, bzw. H3K27, zu erkennen. Wie bereits erwähnt stehen HP1 
und eine K9-Methylierung in engem Zusammenhang mit DNA-Methylierung und dem 
RNAi-Mechanismus. Das CHD1-Protein (chromodomain helicase DNA-binding protein 1) 
ist ebenfalls über eine Chromodomäne in der Lage, methyliertes H3K4 zu binden, wirkt 
hier jedoch als Transkriptionsaktivator. Neben Chromodomänen erlauben auch 
Tudordomänen eine selektive Erkennung methylierter Lysinreste. Diese Domänen 
kommen beispielsweise bei den Proteinen p53BP1 (protein p53-binding protein 1) und 
CRB2 (Cut5-repeat-binding protein 2) vor. Für diese Proteine konnte ein Einfluss auf 
DNA-Reparaturmechanismen nachgewiesen werden (Bannister and Kouzarides, 2005).  
Ob eine bestimmte Histonmethylierung eine definierte Funktion in der Zelle besitzt, beruht 
letztendlich auf der Wirkungsweise des Proteins, das die entsprechende Modifikation 
erkennen kann. 
 
1.2.4 Weitere Möglichkeiten der Histonmodifikation 
Neben der bereits erwähnten Acetylierung und Methylierung von Histonen können noch 
weitere Modifikationen auftreten. So kann das Histon H3 an mehreren Positionen 
phosphoryliert werden, was unter anderem Einfluss auf die Transkriptionsaktivierung oder 
auf DNA-Reparaturmechanismen haben kann (Fuchs et al., 2006). Weitere 
Modifikationsmöglichkeiten sind die Ubiquitinylierung oder Sumoylierung von 
Lysinresten des Histons H2B oder die ADP-Ribosylierung von Glutaminresten dieses 
Histons (Nightingale et al., 2006). Zur Funktion dieser Modifikationen in Pflanzen gibt es 
bislang allerdings nur wenige Untersuchungen. 
 
1.2.5 Hypothese des „Histon-Codes“ 
Bereits in Verbindung mit dimetH3K9 und DNA-Methylierung wurde kurz darauf 
eingegangen, dass Histonmodifikationen mit anderen zellulären Prozessen 
Wechselwirkungen zeigen können oder von ihnen abhängig sind. Die vielen 
unterschiedlichen Modifikationen und ihre jeweilige Bedeutung für Expression oder 
Repression von Genen oder auch für zelluläre Prozesse, legen die Vermutung einer Art 
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Codes nahe. So konnte tatsächlich festgestellt werden, dass sich viele 
Histonmodifikationen gegenseitig  beeinflussen und spezifische Muster auftreten (de la 
Cruz et al., 2005). Auch kann eine Histonmodifikation in Kombination mit anderen 
Modifikationen verschiedene Auswirkungen haben. Die Methylierung von H3K9 kann 
beispielsweise Chromatinkondensation und Genrepression initiieren. In Verbindung mit 
methyliertem H3K4 und H4K20 jedoch sorgt die Modifikation durch die Bindung des 
BRAHMA-Komplexes für eine Aufrechthaltung des aktiven Status eines Gens (de la Cruz 
et al., 2005). Die Aktivierung des IFN-ß-Genes hingegen setzt Acetylierung mehrerer 
Positionen auf H3 und H4 voraus, die dann über die Bindung von Proteinen die 
Transkription des Gens ermöglichen (Agalioti et al., 2002). Hier ist also ein bestimmtes 
Modifikationsmuster die Voraussetzung zur Transkriptionsaktivierung. Die Hypothese des 
Histoncodes wird derzeit in der Literatur kontrovers diskutiert. In wie weit die Korrelation 
von bestimmten Histonmodifikationen untereinander und mit der Transkriptionsaktivität 
von Genen einen Code darstellen und ob dieser Code allgemeine Gültigkeit haben könnte, 
ist noch ungeklärt.  
 
1.2.6 DNA-Methylierung als Regulationsmechanismus 
Die Methylierung von Cytosin-Resten der DNA ist ein hoch konservierter, epigenetischer 
Regulationsmechanismus. Vor allem bei der Kontrolle der Genexpression und der 
Unterdrückung von Transposons spielt sie eine wichtige Rolle (Bird, 2002). Die Cytosin-
Methylierung in Pflanzen tritt an CG-, CNG- (N = beliebiges Nukleotid) und CHH-
Motiven (H = A, C oder T; (Fuchs et al., 2006)) auf und wird durch spezifische Enzyme 
katalysiert. In Pflanzen wird eine CG-Sequenz durch das Enzym MET1 methyliert, bei 
Sequenzen, die kein CG-Motiv enthalten, wird die Methylierung durch die Enzyme 
DRM1/2 und das pflanzenspezifische Enzym CMT3 vermittelt (Chan et al., 2006). 
Generell wurde DNA-Methylierung in der Vergangenheit eher als Mechanismus zur 
Repression von Genen betrachtet. Beispielsweise liegen heterochromatische Bereiche 
meist stark methyliert vor, Transposons können durch DNA-Methylierung aktiv reprimiert 
werden, wie es z.B. für das Copia-like-Retrotransposon Tos17 aus Reis der Fall ist (Liu et 
al., 2004). Dabei kann die Repression von Genen zum einen direkt durch die Methylierung 
oder durch Blockierung von Transkriptionsfaktoren erfolgen. Zum anderen kann sie aber 
auch indirekt wirken, indem Proteine, die methyliertes Cytosin binden, die umliegenden 
Histone deacetylieren und so eine Transkription verhindern (Ng and Bird, 1999; Finnegan 
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et al., 2000). In neueren Arbeiten wird aber zunehmend auch eine Verbindung mit aktiven 
Genbereichen hergestellt. Die Arbeitsgruppe um Zhang konnten bei einer 
hochauflösenden, genomweiten Analyse in Arabidopsis zeigen, dass über 30 % der 
exprimierten Gene in der kodierenden Region und 5 % der exprimierten Gene in der 
Promotorregion methyliert sind. Dabei korreliert die Methylierung in der kodierenden 
Region mit stark oder konstitutiv exprimierten Genen, die Methylierung im Promotor tritt 
häufig bei gewebespezifischen Genen auf (Zhang et al., 2006).  
Grundsätzlich kann jedes Cytosin methyliert werden, es treten jedoch oft definierte 
Bereiche mit erhöhter Methylierungsrate auf, die CpG-Inseln (Ashikawa, 2001). Diese 
Bereiche können sich bei exprimierten Genen sowohl im Promotor befinden, am 5`-Ende 
des Gens, direkt um die Transkriptionsinitiationsstelle herum oder auch in der kodierenden 
Region. Im humanen Genom haben 60 % der Gene solche CpG-Inseln, besonders häufig 
sind sie bei konstitutiv exprimierten Genen (Ashikawa, 2001). DNA-Methylierungen treten 
jedoch nicht immer als CpG-Inseln auf. Auch die Methylierung eines einzelnen 
Cytosinrestes kann durchaus eine physiologische Funktion haben (Hoekenga et al., 2000). 
Wie die Arbeitsgruppe um Langdale nachweisen konnte, ist dies auch für das C4-PEPC-
Gen in Maispflanzen der Fall (Langdale et al., 1991). Im 5`-Bereich des PEPC-Promotors 
konnte eine Position ungefähr 3 kb von der Transkriptionsinitiationsstelle entfernt ermittelt 
werden, die eine aktivitätsabhängige Methylierung zeigt. Diese Position ist in etioliertem 
Mesophyllgewebe, Wurzeln und auch in Bündelscheidenzellen methyliert. Mit Zunahme 
der Belichtung und der Transkriptakkumulation von PEPC erfolgt in Mesophyllzellen eine 
Demethylierung des Cytosins. Die Arbeitsgruppe um Langdale fand zudem zwei CpG-
Inseln innerhalb des PEPC-Gens, diese waren jedoch in jeder untersuchten Situation 
unmethyliert. 
DNA-Methylierung wirkt häufig mit anderen epigentischen Mechanismen zusammen. In 
methylierten Bereichen findet sich oftmals eine Deacetylierung der Histone sowie eine 
Methylierung des Lysins K9 im Histons H3 (Lippman et al., 2003). Auch konnte bereits 
eine Interaktion bestimmter Methyltransferasen mit Histondeacetylasen nachgewiesen 
werden (Richards, 2002).  
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1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit 
Die lichtabhängige und gewebespezifische Expression von C4-PEPC wird in dieser Arbeit 
als Modellsystem verwendet um verschiedene Aktivitätszustände des Promotors 
herzustellen. Es werden die Histon- und DNA-Methylierung an etiolierten und belichteten 
Laubblättern, in Wurzelgewebe und in isolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
betrachtet. Dabei werden posttranslationale Modifikationen der Histonproteine und ihre 
Auswirkung auf die Aktivität des Promotors untersucht. Insbesondere wird hier die 
Methylierung von Histonen mittels Chromatin-Immunopräzipitation betrachtet. Außerdem 
wird der Status der DNA-Methylierung durch die Verwendung methylierungssensitiver 
Restriktionsenzyme an diesem Gen analysiert.  
Hiermit soll ein Beitrag zum Verständnis epigenetischer Mechanismen zur Regulation der 
Promotoraktivität am C4-PEPC-Gen geleistet werden. 
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2 Material und Methoden  
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Allgemein gebräuchliche Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Die allgemein verwendeten Chemikalien weisen zumindest einen Reinheitsgrad p.a. auf 
und wurden, wie auch die allgemein gebräuchlichen Verbrauchsmaterialien, von folgenden 
Firmen bezogen: 
Abcam (Cambridge, England), AB Enzymes (Darmstadt), ABgene (Epsom, UK), 
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems 
(Darmstadt), BioRad Laboratories GmbH (München), Biomol GmbH (Hamburg), 
Calbiochem (Bad Soden), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), 
Eurogentec (Seraing, Belgien), Greiner (Solingen), Invitek (Berlin), Invitrogen (Carlsbad, 
USA), Kimberly-Clark (Rosewell, USA), Merck (Darmstadt), Metabion (Planegg-
Martinsried), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), MWG Biotech (München), New England 
Biolabs (Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Pharmacia (Freiburg), Promega (Mannheim), 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Schott Glaswerke (Mainz), Serva (Heidelberg), 
Sigma (Taufkirchen), Upstate Biotechnology (New York, USA), VWR (Darmstadt), 
Whatman (Maidstone, England) 
 
2.1.2 Spezielle Chemikalien und Verbrauchmaterialien 
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V, Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 
Complete Protease Inhibitor, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
dNTP-Mix, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsäure), Sigma (Taufkirchen) 
Miracloth, Calbiochem (Bad Soden) 
Natriumdesoxycholat, Merck (Darmstadt) 
Nonidet-P40, Calbiochem (Bad Soden) 
Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems (Darmstadt) 
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Protein-A-Agarose, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Thermo-Fast®96 Detection Plate, ABgene (Epsom, UK) 
Triton X-100, AppliChem (Darmstadt) 
 
2.1.3 Apparaturen, Geräte, Zubehör 
ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Quantitative PCR), Applied Biosystems  
(Foster City, CA) 
Agarosegelelektrophoreseapparaturen, Wissenschaftliche Werkstätten der RWTH-Aachen  
Binokular, Zeiss (Jena)  
Biofuge fresco (Zentrifuge), Heraeus (Osterode) 
GeneAmp PCR System 9700 (Thermocycler), Applied Biosystems (Darmstadt) 
Hochvolt LED-Leuchtmittel grün (E27, MR16), Conrad Electronic (Hirschau) 
Hybridisierungsofen, Biometra (Göttingen) 
Leitz Dialux 20 (Mikroskop), Leica (Köln) 
Megafuge 3.0R (Zentrifuge), Heraeus (Osterode) 
Mikro 22 (Zentrifuge), Hettich (Tuttlingen) 
T personal (Thermocycler), Biometra GmbH (Göttingen) 
WTW pH90 (pH-Meter), Wissenschaftlich Technische Werkstätten (Weilheim) 
 
2.1.4 Reaktionskits 
MSB Spin PCRapace Kit, Invitek (Berlin) 
qPCRTM Core Kit for SYBR® Green I w/o dUTP, Eurogentec (Seraing, Belgien) 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with Rox,  Invitrogen (Carlsbad, USA) 
TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing, Invitrogen (Carlsbad, USA) 
Nucleospin® Plasmid DNA Purification Kit, Macherey-Nagel (Düren) 
 
2.1.5 Enzyme 
DNaseI (aus Rinderpankreas), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Expand Long Template PCR System, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Macerozyme R-10, Serva (Heidelberg) 
M-MLV Reverse Transkriptase, Promega (Mannheim) 
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Rohament Cl, AB Enzymes (Darmstadt) 
Rohament (Rohalase) Pl, AB Enzymes (Darmstadt) 
Taq-Polymerase, RWTH Institut für Biologie I (Aachen) 
MspI, HpaII, Bsp143I, Cfr13I, Hin6I, alle MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
2.1.6 Größenstandards und Kontroll-DNA 
GeneRulerTM 50bp DNA Ladder, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
λ-DNA/PstI, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
λ-DNA, MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
2.1.7 Antikörper 
Anti-dimethyl-Histone H3 (Lys9), Upstate Biotechnology (New York, USA) 
Anti-Histone H3, unmodified, ab1791, Abcam (Cambridge, England) 
Anti-Histone H3, mono methyl K4, ab8895, Abcam (Cambridge, England) 
Anti-Histone H3, di methyl K4, ab7766, Abcam (Cambridge, England) 
Anti-Histone H3, tri methyl K4, ab8580, Abcam (Cambridge, England) 
Kontrollserum, RWTH Institut für Biologie I (Aachen) 
 
2.1.8 Pflanzenmaterial  
Bei den verwendeten Maispflanzen handelte es sich um Zea mays L. cv. Montello 
(agaSAAT GmbH, Neukirchen-Vluyn). 
Die Anzucht erfolgte für 10-12 Tage in Erde (ED73, Werksverband, Sinntal-Jossa) 
vermischt mit 30 % Sand und in einem diurnalen Tagesrhythmus mit 16 h Belichtung bei 
25°C und 8 h Dunkelheit bei 20°C. Die Pflanzen wurden mit Osram Superstar HQI-T 
400W/DH-Lampen belichtet. Dabei lag die Photonen-Flux-Dichte zwischen 120 und 180 
µmol m-2s-1. Als „belichtet“ bezeichnete Pflanzen wurden nach der Dunkelperiode für 
weitere 4 Stunden belichtet, „etiolierte“ Pflanzen wurden in kompletter Dunkelheit 
angezogen. Für Untersuchungen wurde jeweils das zweite Blatt der Keimlinge verwendet. 
Für die Präparation von Wurzelmaterial wurden die Pflanzen für 6-7 Tage in Sand und 
ohne Licht angezogen.  
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2.1.9 Bakterienkulturen 
Zur Isolierung und Vermehrung von TOPO-Plasmiden wurde der Escherichia coli (E.coli)-
Stamm TOP10 von Invitrogen (Carlsbad, USA) verwendet:   
[F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str
R
) endA1 nupG].  
   
2.1.10 Plasmide 
Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das Plasmid pCR®4-TOPO der Firma 
Invitrogen (Carlsbad, USA) nach Herstellerangaben verwendet.  
   
2.1.11 Häufig verwendete Puffer, Medien und Lösungen  
Tabelle 1: Häufig verwendete Lösungen 
Bezeichnung Komponente Endkonzentration/ 
Menge 
Trizol Guanidiniumthiocyanat  
Ammoniumthiocyanat  
Na-Acetat pH 5,0  
Glycerin  
Phenol (Wasser äquilibriert) 
0,8 M 
0,4 M 
0,1 M 
5 % (v/v) 
38 % (v/v) 
LB+amp-Flüssigmedium  
(Luria-Bertani-Flüssigmedium mit 
Ampicillin) 
Hefeextrakt 
NaCl 
Trypton 
Ampicillin 
0,5 % (w/v) 
1 % (w/v) 
1 % (w/v) 
0,1 mg/ml 
LB+amp-Platten  
(Luria-Bertani-Platten mit 
Ampicillin) 
Hefeextrakt 
NaCl 
Trypton 
Ampicillin 
Agar 
0,5 % (w/v) 
1 % (w/v) 
1 % (w/v) 
0,1 mg/ml 
1,5 % (w/v) 
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50x) Tris-HCl 
Eisessig 
EDTA pH 8,0 
2 M 
5 % (v/v) 
50 mM 
Agarose-Gelladepuffer Kresolrot 
Saccharose 
In 5x TAE-Puffer lösen 
1 mM 
60 % (w/v) 
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Protoplastierungspuffer Sorbitol  
MES  
CaCl2 
Rohament PL  
Rohament  
Mazerozym R-10 
pH 5,8 mit NaOH 
0,5 M 
5 mM 
10 mM 
1 % (v/v) 
3 % (v/v) 
0,12 % (w/v) 
 
PCR-Puffer, 10x KCl  
MgCl2  
Tris-HCl-HCl pH 8,5  
Tween-20  
0,5 M 
22,5 mM 
0,1 M 
0,1 % (v/v) 
PBS-Puffer NaCl  
KCl 
Na2HPO4  
KH2PO4 
137 mM 
2,7 mM 
10 mM 
2 mM 
DNaseI-Puffer Tris-HCl-HCl pH 7,5 
MgCl2  
0,2 M 
20 mM 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) EDTA 
pH 8,0 mit NaOH 
0,5 M 
auf pH 8,0 
Puffer A Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Formaldehyd 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
3 % 
Puffer AM Natriumbutyrat  
Saccharose  
PBS-Puffer  
Betamercaptoethanol  
Formaldehyd 
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,4 mM 
0,5 x 
5 mM 
3 % 
1 x 
Puffer B Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,4 mM 
10 mM 
5 mM 
1 x 
Puffer C Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
MgCl2  
Triton X-100  
Complete Protease Inhibitor 
10 mM 
0,25 M 
10 mM 
5 mM 
10 mM 
1 % (w/v) 
1 x 
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Puffer D Natriumbutyrat  
Saccharose  
Tris-HCl pH 8,0  
Betamercaptoethanol  
Triton X-100  
MgCl2  
Complete Protease Inhibitor  
10 mM 
1,7 M 
10 mM 
5 mM 
0,15 % (w/v) 
2 mM 
1 x 
Puffer E Tris-HCl pH 8,0  
EDTA pH 8,0  
SDS  
Complete Protease Inhibitor 
25 mM 
5 mM 
0,5 % (v/v) 
1 x 
Puffer F Tris-HCl pH 8,0  
EDTA pH 8,0  
NaCl  
Triton X-100  
50 mM 
1 mM 
0,15 mM 
0,1 % (w/v) 
Puffer G Tris-HCl pH 6,8  
NaCl  
SDS  
DTT  
0,15 mM 
0,2 mM 
2 % (v/v) 
10 mM 
Waschpuffer “low salt” 
 
NaCl  
SDS  
Triton X-100  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,15 mM 
0,1% (v/v) 
1 % (w/v) 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer “high salt” 
 
NaCl  
SDS  
Triton X-100  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,5 M 
0,1 % (v/v) 
1 % (w/v) 
2 mM 
20 mM 
Waschpuffer Lithiumchlorid 
 
LiCl  
NP-40 
Natriumdesoxycholat  
EDTA  
Tris-HCl pH 8,0  
0,25 M 
1 % (w/v) 
1 % (w/v) 
1 mM 
20 mM 
TE-Puffer 
 
Tris-HCl pH 8,0  
EDTA  
10 mM 
1 mM 
Puffer EM  Puffer E 
Puffer F 
10 % (v/v) 
90 % (v/v) 
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2.1.12 Verwendete Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) bezogen. 
 
Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide 
gi-Nummern beziehen sich auf die NCBI-Datenbank, GSS-Nummern auf die Datenbank der PlantGDB 
(Kapitel 2.2.10). 
 
Bezeichnung Sequenz in 5`? 3`-Richtung Abgeleitet von Sequenz-Nr. 
C4-PEPC  
gi22396, GSS 11-12-
04.2773.1, GSS 11-12-
04.181719.1, (Kapitel 
2.2.10.1) 
P1 fw GTACAAATGAGGTGCCGGATTGATG  
P1 rv CGGCCATGGCATGATACAATTCTCA  
P2 fw GCAGCTCTCCAGGTCCCC  
P2 rv TGTGGCTGAGGCTTCTTTTTG  
C1 fw CTGTAATGCATGCAGGTCCAGGAGT  
C1 rv ATGGAGCTCGCCACGAGGATGG  
C2 fw TTCACAGATCCAAGCAGCCTTCAG  
C2 rv GATGTAGCTCATCCCATAGCGCAT  
C3 fw/C4-PEPC hnRNA fw GTATGCTGCCATTGCCCATTGC  
C3 rv/C4-PEPC hnRNA rv GTCTCCGGTGTAGCCTGATAGTGA  
Int fw GGAAGGGGACACTAGAGATGTCAG  
Int rv CTCCTCAGAAACAAGTGTGATGTCCA  
C4-PEPC mRNA fw AGAACTCAAGCCCTTTGGGAAGC  
C4-PEPC mRNA rv GTCGGCGAACTCCTTGGACAGC  
C4-Malatenzym  
gi168527 und zusätzliche 
Sequenzinformation (Kapitel 
2.2.10.1) 
ME prom fw GGATATGATCGTCCCGCCCAACG  
ME prom rv GCTGCCGACCACGGGTATTGAC  
ME C3 fw TTCATTTGCACTCTATGCTCAGG  
ME C3 rv TTA GAA ACA AGT TCT ACC TGC CCA G  
ME cds fw/ME hnRNA fw GTTTGGCTTTGCTTTGCTTTGC  
ME cds rv/ME hnRNA rv/ME 
mRNA rv 
GCAGCACTACCGGTAGTTGCGG 
 
 
ME mRNA fw GATCTCTGCGCACATCGCTGC  
RubisCO rbcS2  gi1673456 
Rub prom fw ACGGAGAACGGTGGCCA   
Rub prom rv GAT CGA GCT TGC TTG CTT GGG T  
Rub cds fw/Rub mRNA fw GGTGTACAAGGAGCTGCAGGAGGCCAT  
Rub cds rv/Rub mRNA rv GGCAGAGGCATGGCCATGGGTCG  
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C4-PPDK  
gi168579, GSS 11-12-
04.31.4 
PPDK C4 prom fw CACTATAGCCACTCGCCGCAAG  
PPDK C4 prom rv CTGCTCACCTTATCCCGGACGT  
PPDK C4 cds fw CGTGTCAAGGTGTCCTCGCAAG  
PPDK C4 cds rv CACAGGTGTTGTAACGCAAACGTTG  
Copia-like Retrotransposon  gi15148836 
Cop fw CGA TGT GAA GAC AGC ATT CCT  
Cop rv CTC AAG TGA CAT CCC ATG TGT  
Aktin1  gi168404 
Act prom fw TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA   
Act prom rv CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG  
Act cds fw/Act mRNA fw CCTATCGTATGTGACAATGGCACT  
Act cds rv/Act mRNA rv GCCTCATCACCTACGTAGGCAT  
GAPDH Untereinheit  C  gi22302 
GAPDH prom fw CCGAGACGTTATCAGAACGTGAAGC  
GAPDH prom rv GTGGTGGTTTCGAACAGACAATAAAAGG  
GAPDH cds fw/GAPDH 
hnRNA fw/ GAPDH mRNA fw 
CTGGTTTCTACCGACTTCCTTG 
 
 
GAPDH cds rv/GAPDH hnRNA 
rv 
GCGAATTCCGTAGTAGCACAG 
 
 
GAPDH mRNA rv CGGCATACACAAGCAGCAAC  
Telomer  gi258175 
Tel fw CCTTAGCAGTCTCAGTGGCCA  
Tel rv GGAGGCCGGTAAGGCTATTTT  
Zein  gi535019 
Zein fw ACGTTGTCCGGTAGAGAGGGTAG  
Zein rv CGAACTAGCAAGCTGGAGCTCTG  
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Gewebepräparationen  
Die Trennung der C4-Mesophyllzellen von Bündelscheidenzellen beruht im Wesentlichen 
auf den morphologischen Unterschieden dieser Zellen. Bündelscheidenzellen haben im 
Gegensatz zu den Mesophyllzellen eine wesentlich dickere und stabilere Zellwand, die 
durch Suberineinlagerungen verstärkt wird. Aufgrund dessen werden bei einem 
enzymatischen Abbau der Zellwände die Protoplasten der Mesophyllzellen früher 
freigesetzt und die Gewebe können so voneinander getrennt werden.  
 
2.2.1.1 Präparation von C4-Mesophyllzell-Protoplasten  
Zur Präparation von C4-Mesophyllzellen wurden abgeschnittene Maisblätter in 
Protoplastierungspuffer inkubiert. Um einen effektiven enzymatischen Abbau der 
Zellwände zu gewährleisten wurde durch Anlegen eines Vakuums die Luft aus den 
Interzellularen gesaugt. Dadurch konnte die Enzymlösung auch in die Interzellularräume 
eindringen. Es folgte eine 1,5-stündige Inkubation bei 25°C unter Belichtung oder im 
Dunkeln. Anschließend wurden die Protoplasten durch leichtes Schütteln herausgelöst, 
vom Zelldebris mittels Filtrieren durch ein 100 µm Sieb abgetrennt und durch 
Zentrifugation bei 300 x g für 2 min pelletiert. Der Überstand wurde abgenommen, die 
Zellen in flüssigem N2 eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
Beim Umgang mit etioliertem Blattmaterial wurden sämtliche Schritte der Präparation 
unter Verwendung einer Grünlichtlampe oder in völliger Dunkelheit durchgeführt. 
Der Erfolg jeder Präparation von Mesophyll-Protoplasten wurde mikroskopisch überprüft. 
 
2.2.1.2 Präparation von Bündelscheidenzellen  
Die Präparation von Bündelscheidenzellen erfolgte ebenfalls durch enzymatischen Verdau 
in Protoplastierungspuffer. Zuvor wurde jedoch eine Formaldehyd-Fixierung (Kapitel 
2.2.2.3.1) durchgeführt.  
Um einen vollständigen Verdau der Mesophyllzellen zu gewährleisten wurde die 
Inkubationszeit auf 3 h verlängert. Verbliebene Epidermis wurde per Hand herausgesucht. 
Die Bündelscheiden wurden anschließend mit reichlich Leitungswasser gewaschen um 
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restliche Mesophyllzellen zu entfernen. Die Qualität der Präparation wurde mikroskopisch 
überprüft.  
 
2.2.2 Nukleinsäurepräparation  
2.2.2.1 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen  
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte mit dem Nucleospin® Plasmid DNA 
Purification Kit gemäß den Angaben des Herstellers. 5 ml LB+amp-Medium wurden mit 
einer Bakterienkolonie von einer LB+amp-Platte inokuliert und über Nacht bei 37°C 
geschüttelt. Zur Plasmid-Isolierung wurden 2 ml der Kultur weiterverwendet und die darin 
enthaltenen Zellen durch Zentrifugation 5400 x g sedimentiert. Der Überstand wurde 
verworfen und die pelletierten Zellen gemäß den Angaben des Herstellers weiterbehandelt. 
Die isolierte Plasmid-DNA wurde in 50 µl H2O aufgenommen und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Z. mays 
Zur Isolierung von genomischer DNA aus Maisblättern wird eine Phenol-Chloroform-
Extraktion mit anschließender Ethanolfällung durchgeführt. Die Methode beruht auf der 
Denaturierung und Entfernung von Proteinen aus wässrigen Lösungen während 
Nukleinsäuren gelöst bleiben. 
100-150 mg Pflanzenmaterial wurde in flüssigem Stickstoff fein gemörsert und 
anschließend in einem Volumen DNA-Extraktions-Puffer (Kapitel 2.1.11) aufgenommen. 
Durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurden störende Proteine, Lipide und 
Zelltrümmer abgetrennt. Dazu wurde die Probe mit einem Volumen Phenol-Chloroform-
Lösung (1:1) versetzt und durch Invertieren gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt 
(13000 x g, 5 min, 4° C) wurde die obere, nukleinsäurehaltige, wässrige Phase 
abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Nach Zugabe von einem Volumen 
Chloroform wurde erneut durch Invertieren gemischt. Durch Zentrifugation (13000 x g, 5 
min, 4°C) wurde eine Phasentrennung erreicht. Die obere, wässrige Phase wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und die DNA mit zwei Volumen eiskaltem Ethanol (96 %) 
und 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) für 20 min bei -20°C präzipitiert. Anschließend 
wurde die DNA durch Zentrifugation (13000 x g, 15 min, 4° C)  pelletiert, mit Ethanol (70 
%) gewaschen, getrocknet und in einer adäquaten Menge Wasser aufgenommen. Die 
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Qualität der Präparation und die Konzentration der Nukleinsäurelösung wurden über 
Agarosegelelektrophorese bestimmt (Kapitel 2.2.3).  
 
2.2.2.3 Isolierung von Chromatin 
 Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP, 
vgl. Kapitel 2.2.11) wurde Chromatin aus Maisblättern, Wurzel, isolierten Bündelscheiden- 
und Mesophyllzellen extrahiert. Bei der verwendeten ChIP-Methode handelte es sich um 
eine methodische Variante, bei der Proteine, DNA und RNA zunächst in vivo über 
Formaldehyd kovalent miteinander verbunden werden um Veränderungen während der 
Chromatinpräparation auszuschließen.  
 
2.2.2.3.1  Isolierung von Chromatin aus Gesamtblättern 
Die Isolierung von Chromatin aus Maisblättern erfolgte nach Bowler et al. (2004) mit 
Modifikationen nach Sascha Offermann (RWTH Aachen, Institut für Biologie I, 
Offermann et al., 2006). Zur Formaldehydfixierung wurden 3 g Blattmaterial von 10-12 
Tage alten Pflanzen in 30 ml ChIP-Puffer A (Kapitel 2.1.11) für 10 min vakuuminfiltriert. 
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml 2 M Glycin und erneutem 
Vakuuminfiltrieren für 5 min. Die infiltrierten Blätter wurden mit Leitungswasser 
abgespült, getrocknet und mit flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemörsert. Alle 
weiteren Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgeführt. Zur Isolierung des Chromatins 
wurde das gemörserte Blattmaterial zunächst durch leichtes Schwenken vorsichtig in 30 ml 
ChIP-Puffer B (Kapitel 2.1.11) resuspendiert und 15 min leicht geschüttelt. Um 
Zelltrümmer abzutrennen wurde die Lösung durch 4 Lagen Miracloth filtriert und der 
Durchfluss anschließend zentrifugiert (20 min, 2800 x g). Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet vorsichtig mit einem Pinsel in 1 ml ChIP-Puffer C (Kapitel 2.1.11) resuspendiert 
und erneut zentrifugiert (10 min, 12000 x g). Das erhaltene Pellet wurde in 300 µl ChIP-
Puffer D (Kapitel 2.1.11) aufgenommen. 1,5 ml ChIP-Puffer D wurden mit diesen 300 µl 
überschichtet und für 1 h bei 16000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde sorgfältig 
entfernt und das Pellet in 300 µl ChIP-Puffer E (Kapitel 2.1.11) resuspendiert. Zur 
Kontrolle der Chromatinqualität mittels Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) wurden 
20 µl der Präparation abgenommen, mit 100 µl ChIP-Puffer G (Kapitel 2.1.11) versetzt 
und zum Lösen der Formaldehyd-Verbindungen über Nacht bei 65°C im 
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Hybridisierungsofen inkubiert. Um die Probe in einer Agarosegelelektrophorese (Kapitel 
2.2.3) einsetzen zu können erfolgte eine Aufreinigung mit Hilfe des MSB Spin PCRapace 
Kits (Invitek, Berlin) nach Herstellerangaben. 
Zur Weiterverwendung des isolierten Chromatins für eine ChIP-Analyse wurde die 
Chromatinlösung durch Ultraschallbehandlung in DNA-Fragmente mit einer 
durchschnittlichen Länge von ca. 400 bp geschert (5 x 20 Impulse, 25% Intensität, Zyklus 
= 50; Sonotrode MS72; Bandelin Electronic, Berlin). Das gescherte Chromatin wurde 
durch Zentrifugation (5 min, 16000 x g) von Zelltrümmern abgetrennt. Um die Effizienz 
der Ultraschallbehandlung zu kontrollieren wurden im Anschluss ebenfalls 20 µl der 
Lösung abgenommen und wie oben beschrieben zur Agarosegelelektrophorese vorbereitet.  
Die Chromatinlösung wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2.3.2  Isolierung von Chromatin aus Maiswurzeln 
Zur Präparation von Chromatin aus Wurzeln wurden diese vor der Formaldehyd-Fixierung 
von Sandresten befreit und in ca. 1 cm lange Stücke geschnitten. Die Isolierung von 
Chromatin aus Wurzeln erfolgte analog der Chromatinisolierung aus Gesamtblatt (Kapitel 
2.2.2.3.1).  
 
2.2.2.3.3  Isolierung von Chromatin aus Mesophyllzellen 
Mesophyllzell-Protoplasten wurden wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben aus 4,5 g Maisblatt 
isoliert. Die gefrorenen Zellen wurden vorsichtig in 20 ml ChIP-Puffer AM (Kapitel 
2.1.11) resuspendiert und zur Fixierung für 10 min bei 4°C und unter leichtem Schütteln 
inkubiert. Zur Optimierung der Formaldehydfixierung wurden neben den in ChIP-Puffer 
AM enthaltenen 3 % weitere Formaldehydkonzentrationen getestet.  
Formaldehyd reagiert bei der Fixierung auch mit dem im Puffer für die übrigen Gewebe 
verwendeten Tris-HCl und ist daher bei geringeren Konzentrationen des Formaldehyds in 
diesem Puffer nicht mehr wirksam. Da bei der Optimierung der Fixierung von 
Mesophyllzellen auch geringere Konzentrationen eingesetzt wurden, erfolgte die 
Inkubation deshalb hier in PBS-Puffer. 
Durch Zugabe von 3 ml 2 M Glycin wurde die Reaktion abgestoppt. Anschließend wurde 
die Lösung weitere 15 min bei 4°C leicht geschüttelt und durch Filtration mit 4 Lagen 
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Miracloth von Zelltrümmern abgetrennt. Die weitere Behandlung erfolgte analog zur 
Chromatinpräparation aus Gesamtblättern (Kapitel 2.2.2.3.1). 
 
2.2.2.3.4  Isolierung von Chromatin aus Bündelscheidenzellen 
Die Präparation von Chromatin aus Bündelscheidenzellen erfolgte analog der 
Chromatinisolierung aus Gesamtblatt mit 6 g Ausgangsmaterial. Jedoch wurden die 
Maisblätter nach der Formaldehydfixierung mit Protoplastierungspuffer (Kapitel 2.1.11) 
infiltriert und die Gewebe getrennt (Kapitel 2.2.1.2). Die Bündelscheiden wurden in 
flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver gemörsert und die Chromatinisolierung wie in 
Kapitel 2.2.2.3.1 angegeben durchgeführt. 
 
2.2.2.4  Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais  
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais erfolgte mit einigen Modifikationen nach dem 
Protokoll von Chomczynski (1993). Das Prinzip ist ähnlich einer Phenol-Chloroform-
Extraktion, doch wird in diesem Fall wassergesättigtes Phenol mit einem pH von 5,5 
verwendet, welches eine Trennung der Nukleinsäuren bewirkt. Die DNA verbleibt in der 
Interphase, während die RNA in der wässrigen Phase gelöst vorliegt.  
100-150 mg Blattmaterial wurden fein gemörsert und anschließend in 10 Volumen Trizol 
(Kapitel 2.1.11) aufgenommen. Nach 10 min Homogenisieren wurde durch Zugabe von 
Chloroform eine Phasentrennung herbeigeführt und nach Zentrifugation die obere, 
wässrige Phase abgenommen. Nach zweimaligem Waschen der Phase mit Chloroform 
erfolgte die Präzipitation der RNA aus der wässrigen Phase mit zwei Volumen eiskaltem 
Ethanol (96 %) für 20 min bei -20°C. Anschließend wurde die RNA durch Zentrifugation 
(13000 x g, 15 min, 4°C) pelletiert, mit Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und in einer 
adäquaten Menge Wasser aufgenommen. Die Qualität der Präparation und die 
Konzentration der  Nukleinsäurelösung wurden über Agarosegelelektrophorese bestimmt 
(Kapitel 2.2.3). 
Um aus Bündelscheidenzellen RNA zu isolieren erfolgte die Gewebetrennung nicht nach 
der in Kapitel 2.2.1.2 beschriebenen Methode, sondern nach Offermann et al. (2006). 
Hierbei wird die unterschiedliche Stabilität von Mesophyll- und Bündelscheiden-
zellwänden ausgenutzt. Durch die mechanische Belastung der Zellen bei einer Behandlung 
in einem Mixer werden die Mesophyllzellen zerstört und die Bündelscheiden können durch 
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einfaches Filtrieren abgetrennt werden. Die Präparation der RNA aus den Bündelscheiden 
erfolgte analog der oben beschriebenen Methode.  
 
2.2.3 Trennung von Nukleinsäuren durch Agarosegelelektrophorese 
Zur Analyse von Nukleinsäuren wurde unter anderem die Methode der 
Agarosegelektrophorese eingesetzt. Dabei erfolgt durch Anlegen eines Spannungsfeldes 
eine größenabhängige Auftrennung der Nukleinsäuren in einer Gelmatrix. Da die 
Nukleinsäuren negativ geladen sind, wandern sie im Spannungsfeld zur Anode. Kleinere 
Moleküle wandern schneller durch das Netzwerk der Gelmatrix als größere. 
Ethidiumbromid (EtBr) dient dem Anfärben der Nukleinsäuren, da es sich in ihre 
doppelsträngige Molekülstruktur einlagert und eine Visualisierung der Fragmente bei 
Anregung mit UV-Licht ermöglicht. 
In Abhängigkeit von der aufzutrennenden Fragmentgröße wurden in der vorliegenden 
Arbeit unterschiedlich stark konzentrierte Gele mit 0,7 bis 2,5 % (w/v) Agarose in 1 x 
TAE-Laufpuffer (Kapitel 2.1.11) verwendet. Den Gelen und dem TAE-Laufpuffer wurden  
0,25 µg EtBr/ml zugesetzt. Die Nukleinsäureproben wurden vor dem Auftragen auf das 
Gel mit 0,2 Volumen Ladepuffer (Kapitel 2.1.11) versetzt. Um die Größe der 
aufgetrennten Proben abschätzen zu können, wurde als Standard zusätzlich 300 ng λ-
DNA/PstI , Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder oder Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder 
(Kapitel 2.1.6) aufgetragen. Die Auftrennung der Nukleinsäurefragmente erfolgte je nach 
Größe des Gels bei einer Spannung von 60 – 140 V für 30 – 90 Minuten. 
 
2.2.4 Restriktionsspaltung mit DNaseI  
DNaseI ist eine unspezifisch wirkende Endonuklease, die sowohl doppelsträngige als auch 
einzelsträngige DNA bevorzugt in Tetranukleotide spaltet. Die Restriktion mit DNaseI 
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde vor der cDNA-Synthese (Kapitel 2.2.5) 
durchgeführt, um zu verhindern, dass die DNA in späteren PCR-Reaktionen neben der 
entstandenen cDNA ebenfalls als Matrize vorliegt. Dazu wurde 1 U DNaseI zu 1-2 µg 
RNA gegeben und die Proben 15 min bei 37 °C in DNaseI-Puffer (Kapitel 2.1.11) 
inkubiert. Zur Inaktivierung der DNaseI fand anschließend ein Denaturierungsschritt für 10 
min bei 70 °C statt.  
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2.2.5 cDNA-Synthese  
Die cDNA-Synthese ist die reverse Transkription einer RNA-Matrize in komplementäre 
DNA (complementary DNA, cDNA). Die Synthese findet dabei ausgehend von einem 
Oligonukleotid-Primer statt. Dieser kann sowohl genspezifisch sein, als auch spezifisch für 
den PolyA-Schwanz der mRNA oder einem Gemisch aus zufälligen Basenabfolgen 
entsprechen. Letzteres hat den Vorteil, dass RNAs in ihrer Gesamtheit umgeschrieben 
werden und somit auch PCR-Reaktionen (Kapitel 2.2.7) durchgeführt werden können, bei 
denen Oligonukleotid-Primer für eine Amplifikation aus dem 5`-Bereich der RNA oder aus 
hnRNA eingesetzt werden. 
Um DNA-Kontaminationen in der RNA-Präparation auszuschließen wurde vor der 
Synthese der cDNA ein Verdau mit DNaseI durchgeführt (Kapitel 2.2.4). Zusätzlich wurde 
eine Reaktion ohne Reverse Transkriptase durchgeführt um eventuelle DNA-
Kontaminationen festzustellen. 
Für die Reaktion wurde die RNA-Matrize mit dem entsprechendem Primer und Wasser für 
5 min auf 70 °C erhitzt, anschließend auf Eis gehalten und die restlichen Komponenten wie 
dNTPs, Puffer und Reverse Transkriptase zugegeben. Nach Inkubation für 1 h bei 37 °C 
und anschließender Inaktivierung des Enzyms für 10 min bei 70°C wurden die Erststränge 
1:5 in BSA (100 ng/µl) verdünnt und jeweils 2 µl in die PCR eingesetzt.  
Die Reaktion wurde mit der Reversen Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus 
(MML-V; Promega, Mannheim) durchgeführt. Als Primer wurde ein Oligonukleotid mit 9 
zufällig aufeinander folgenden Basen verwendet. 
 
Standardreaktion:  
RNA-Matrize    1-2 µg  
Primer        50 pmol  
Desoxynukleotide (dNTPs)    20 nmol  
MML-V Reaktionspuffer  1 x  
MML-V       200 u  
H2O ad   20 µl   
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2.2.6 DNA-Methylierung 
Zur Untersuchung der DNA-Methylierung wurde bereits vorhandenes Chromatin von 
Wurzeln, Gesamtblättern, Mesophyll- und Bündelscheidenzellen aus der ChIP-Analyse 
(Kapitel 2.2.11) verwendet. Dazu wurde die Überstände mit dem nicht-gebundenen 
Chromatin nach der Inkubation mit den Antikörpern vorsichtig abgenommen, vereint, die 
Formaldehydverknüpfungen wurden wie in Kapitel 2.2.2.3.1 beschrieben gelöst und die 
Proben mit dem MSB Spin PCRapace Kit (Invitek, Berlin) nach Herstellerangaben 
aufgereinigt. Es folgte eine Restriktionsspaltung mit methylierungssensitiven Enzymen 
(Tabelle 3) gemäß den Angaben des jeweiligen Herstellers. Je nach verwendetem Enzym 
kann dabei eine Restriktionsspaltung entweder nur in der unmethylierten Sequenz oder 
sowohl in unmethylierten als auch methylierten Sequenzen erfolgen. Somit kann das 
Vorhandensein einer Methylierung an der Schnittposition des Enzymes überprüft werden. 
Der Erfolg der Restrikionsspaltung wurde über eine parallele Restriktionsspaltung mit 
DNA des Lambda-Phagen und Auftrennung der gespaltenen Fragmente über 
Agarosegelelektrophorese kontrolliert (Kapitel 2.2.3). Um die Spaltungshäufigkeit später 
zu quantifizieren und die Menge des Eingangsmaterials zu bestimmen wurden außerdem 
Proben mit Wasser statt Enzym inkubiert. Die Proben wurden anschließend mit 1 Volumen 
H2O verdünnt und bei -20° eingefroren.  
Die Quantifizierung der ungeschnittenen Fragmente relativ zum Eingangsmaterial erfolgte 
ohne weitere Aufreinigung über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3). 
 
Tabelle 3: Verwendete Restriktionsenzyme 
Dargestellt sind die verwendeten Restriktionsenzyme, die von ihnen erkannte Sequenz und die Sensitivität 
auf DNA-Methylierung in den entsprechenden Schnittstellen. Der Pfeil markiert die jeweilige Schnittstelle in 
der Erkennungssequenz. 
 
Restriktionsenzym Erkannte Sequenz Sensitiv auf methylierte 
CpG-Sequenzen 
Sensitiv auf methylierte 
CpNpG-Sequenzen 
MspI C↓CGG Nein Ja 
HpaII C↓CGG Ja Ja 
Bsp143I ↓GATC Ja ? 
Cfr13I G↓GNCC Ja ? 
Hin6I G↓CGC Ja ? 
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2.2.7 PCR-Techniken  
Bei der PCR (Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion) handelt es sich um 
eine effiziente Methode zur spezifischen Vervielfältigung von DNA-Sequenzen. Sie teilt 
sich in drei Abschnitte: der Denaturierung, (Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA in 
Einzelstränge), Anlagerung (Anlagern spezifischer Oligonukleotide an die 
komplementären DNA-Sequenzen, die das zu vervielfältigende DNA-Fragment flankieren) 
und Synthese (Synthese eines neues DNA-Stranges durch eine Polymerase, ausgehend 
vom 3’-Ende der angelagerten Oligonukleotide). Durch eine zyklische Wiederholung von 
Denaturierung, Anlagerung und Synthese kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation 
des gewünschten DNA-Abschnittes.  
 
2.2.7.1 Konventionelle PCR 
Als Matrize wird DNA, cDNA oder Plasmid-DNA eingesetzt. Die verwendete Taq-
Polymerase wurde freundlicherweise von Sonja Töpsch (RWTH Aachen, Institut für 
Biologie  I) zur Verfügung gestellt. Der Standardansatz einer konventionellen PCR 
entspricht dem folgenden:   
PCR-Puffer     1x 
dNTPs    0,2 nmol/µl 
Primer forward   0,2 pmol/µl 
Primer reverse 0,2 pmol/µl 
Taq-Polymerase  0,4 U/µl 
Matrize   0,5 – 25 ng 
H2O ad   25 µl 
 
Das Standardthermoprofil einer konventionellen PCR setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Reaktion  Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung  94 °C  5’  1 x  
Denaturierung  
Anlagerung  
Synthese  
94 °C  
58 °C  
72 °C  
20’’  
20’’  
45’’  
35 x  
Finale Synthese  72 °C  5’  1 x  
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Die Anlagerungstemperatur und Synthesedauer wurde für jeden Primer, bzw. die Länge 
des gewünschten Produktes individuell eingestellt.  
Zur Amplifikation längerer DNA-Fragmente ab ca. 700 Basen wurde das Expand Long 
Template PCR System von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) gemäß den 
Herstellerangaben verwendet. 
Um den Erfolg und die Qualität der Reaktion zu überprüfen wurde 20 % des Produktes 
über Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) analysiert.  
 
2.2.7.2 Kolonie-PCR 
Diese PCR-Reaktion diente der schnellen Kontrolle, ob Bakterienkolonien einer 
Klonierung (Kapitel 2.2.8) das gewünschte DNA-Fragment tragen. Die Reaktion wurde 
analog der konventionellen PCR-Reaktion (Kapitel 2.2.7.1) durchgeführt, es wurde jedoch 
bakterielle DNA eingesetzt. Dazu wurde mit einer Pipettenspitze ein kleiner Teil einer 
Bakterienkolonie in 20 µl H2O überführt. Die Zellsuspension wurde kurz aufgekocht und 
1µl dieser Lösung in die PCR-Reaktion eingesetzt. Es wurden zwei Oligonukleotide 
verwendet, bei denen eines davon spezifisch für das zur Klonierung verwendete Plasmid 
war, das andere für das gewünschte PCR-Fragment. 
Um den Erfolg und die Qualität der Reaktion und der Klonierung zu überprüfen wurde 20 
% des Produktes über Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) analysiert.  
 
2.2.7.3 Real-Time-PCR 
Die quantitative PCR, auch Real-Time-PCR genannt, ist einer Variante der 
konventionellen PCR (Kapitel 2.2.7.1), die eine genaue Quantifizierung der eingesetzten 
Matrizenmengen ermöglicht. Der Ablauf erfolgt analog einer konventionellen PCR, jedoch 
wird bei dieser PCR-Reaktion zusätzlich ein Fluoreszenzfarbstoff (SYBR® Green I) 
verwendet, der in doppelsträngige DNA interkaliert. In freier Form ist der Farbstoff nicht 
detektierbar, aber bei Bindung an doppelsträngige DNA und unter Anregung mit Licht 
definierter Wellenlänge, fluoresziert SYBR® Green I und das entstehende Signal kann 
gemessen werden. Die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes an die doppelsträngige DNA ist 
quantitativ, so dass anhand der Stärke des Fluoreszenzsignals auf die vorhandene DNA-
Menge geschlossen werden kann. Während der exponentiellen Amplifikationsphase der 
PCR besteht ein linearer Zusammenhang zwischen Menge an gebildetem Produkt und 
                                                                                                                                 MATERIAL UND METHODEN 
 37
Menge an eingesetzter Matrize. Da bei der Real-Time-PCR nach jedem Zyklus eine 
Fluoreszenzmessung erfolgt, ist es möglich, die exponentielle Phase der Reaktion zu 
bestimmen und die mit der entstandenen Produktmenge korrelierende Matrizenmenge zu 
errechnen. Verdünnungsreihen, deren Konzentration in selbst definierten „units“ 
angegeben wird, können als Eichreihen dienen und somit die Quantifizierung der Matrize 
ermöglichen. Bei jeder Reaktion wurde dieselbe Verdünnungsreihe mitgeführt, um die 
verschiedenen PCR-Läufe miteinander vergleichen zu können.   
Nach Abschluss der PCR-Reaktion erfolgt die Erstellung von Schmelzkurven der 
entstandenen PCR-Produkte. Dazu wird das Reaktionsgemisch langsam auf 95°C erhitzt 
und die Fluoreszenz über den gesamten Zeitraum detektiert. Zu einem bestimmten 
Zeitpunkt denaturiert das Produkt, es wird einzelsträngig und setzt den 
Fluoreszenzfarbstoff wieder frei, der daraufhin nicht mehr fluoresziert. Dieser Zeitpunkt ist 
für jedes PCR-Produkt aufgrund seiner Länge und Nukleotidzusammensetzung spezifisch. 
Zur Darstellung der Schmelzkurve wird die negative Ableitung der Fluoreszenz nach der 
Temperatur gebildet. So entsteht eine Kurve mit einem Maximum, das die spezifische 
Schmelztemperatur des PCR-Produktes repräsentiert. Um den Schmelzpunkt dem 
erwarteten PCR-Produkt zuordnen zu können ist eine Kontrolle des entstandenen 
Produktes mittels Agarosegelelektrophorese erforderlich. Die Erstellung der 
Schmelzkurven und die Kontrolle über Gelelektrophorese nach einer Real-Time-PCR sind 
notwendig, um die ermittelten Signale auf das gewünschte Produkt zurückführen zu 
können, da der Fluoreszenzfarbstoff an jede doppelsträngige DNA bindet, also auch an 
Primer-Dimere und unspezifische Nebenprodukte.  
Eine Optimierung der PCR kann über die Variation der Primer- und MgCl2-Konzentration 
oder über Zusatz von Betain erfolgen und wurde in der vorliegenden Arbeit für jedes 
Primer-Paar individuell durchgeführt. Für die Optimierung wurde je nach gewünschtem 
Anwendungsbereich der PCR cDNA aus Maisblättern oder Chromatin verwendet. 
 
Die Real-Time-PCR wurde mit dem qPCRTM Core Kit for SYBR® Green I der Firma 
Eurogentec und dem Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with Rox der Firma 
Invitrogen nach Herstellerangaben durchgeführt. 
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Das verwendete Thermoprofil entspricht dem folgenden:  
 
Reaktion  Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung  95 °C  10’  1 x  
Denaturierung  
Synthese  
95 °C  
60 °C  
15’’  
 60’’  40 x  
Um den Erfolg und die Qualität der Reaktion zu überprüfen wurde 20 % des Produktes 
über Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) analysiert und die Produkte nach 
Klonierung in Plasmidvektoren zusätzlich sequenziert (Kapitel 2.2.8 und 2.2.9).  
 
2.2.8 Klonierung von PCR-Fragmenten  
Um die Spezifität der verwendeten PCR-Systeme überprüfen zu können wurden die 
erhaltenen Produkte in einen TOPO-Vektor kloniert, vermehrt und anschließend 
sequenziert (Kapitel 2.2.9). Zum Klonieren der DNA-Fragmente wurde das TOPO TA 
Cloning® Kit verwendet und das jeweilige PCR-Produkt zuvor mit dem MSB Spin 
PCRapace Kit Invitek nach Herstellerangaben aufgereinigt.  
Das Prinzip der Klonierung in den TOPO-Vektor beruht dabei auf 3’Desoxyadenosin-
Überhängen von PCR-Produkten, die aufgrund der terminalen Transferase-Aktivität der 
Taq-DNA-Polymerase während der PCR entstehen. Dieses angehängte einzelne 
Desoxyadenosin ist komplementär zu dem am linearisierten Vektor befindlichen 
Desoxythymidin und erlaubt die Ligation des PCR-Produktes mit dem linearisierten 
Vektor. Diese Reaktion katalysiert die an den Vektor gebundene Topoisomerase. 
Anschließend wird das entstandene Plasmid durch eine Hitzeschocktransformation in die 
TOP10-Zellen eingebracht. Eine Selektion auf transformierte Bakterien findet mittels 
Ampicillin in den LB-Platten zur Anzucht der Bakterien statt. 
  
2.2.9 DNA-Sequenzierung 
Die DNA-Sequenzierung in der vorliegenden Arbeit erfolgte nach der Methode von Sanger 
et al. (1977). Die Reaktion findet analog einer Standard-PCR (Kapitel 2.2.7) in drei Phasen 
statt, wobei jedoch nur ein Primer als Amplifikationsstart zur Verfügung steht und die 
Amplifikation der zu sequenzierenden Produkte somit linear bleibt. Zusätzlich zu dNTPs 
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werden fluoreszenzmarkierte ddNTPs (2´-di-Desoxynukleotide) in die Reaktion eingesetzt. 
Die markierten ddNTPs sind in sehr geringem Verhältnis gegenüber den dNTPs in der 
Lösung vorhanden und führen bei ihrem Einbau zu einem Abbruch der Synthesereaktion 
weil kein freies 3´-OH für die Verknüpfung des nächsten Nukleotides zur Verfügung steht. 
Es entsteht ein Gemisch aus Produkten, die mit einem ddNTP an jeder Stelle des zu 
sequenzierenden Fragments enden. Durch eine hochauflösende Kapillarelektrophorese 
können die Produkte der Größe nach aufgetrennt werden. Durch die Verwendung 
unterschiedlicher Farbstoffe für die einzelnen ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddTTP) 
kann aus der Reihenfolge, mit der die ddNTPs detektiert werden auf die Sequenz der 
Matrize geschlossen werden. 
 
Alle Sequenzierungen wurden freundlicherweise von Jost Muth und Jutta Gorgels 
(Fraunhofer Institut, IME) durchgeführt. 
 
2.2.10 Analyse von Sequenzen anhand von Datenbanken und 
Programmen  
Zur Suche und Analyse von Sequenzdaten auf Nukleotid- und Proteinebene wurden die 
Programme und Datenbanken des National Center for Biotechnology Information (NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Expert Protein Analysis System (ExPASy) des Swiss 
Institute of Bioinformatics (SIB, http://www.expasy.org), sowie des Institute for Genomic 
Research (TIGR, http://tigrblast.tigr.org/tgi) verwendet. Eine DNA-Sequenz wurde mit 
dem NEB-Cutter (http://www.neb.com) auf mögliche Schnittstellen von 
Restriktionsenzymen untersucht. Homologien zwischen zwei oder mehreren Sequenzen 
wurden über die Online-Programme BLAST2sequences (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) oder SIM (http://www.expasy.org/tools/sim-
prot.html) analysiert und die in Kapitel 2.2.10.1 beschriebene Suche nach zusätzlicher und 
bislang unbekannter Sequenzinformation erfolgte über die Datenbanken PlantGDB 
(http://www.plantgdb.org), MaizeGDB (http://www.maizegdb.org) und Gramene Database 
(http://www.gramene.org). Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Programmes Genefisher 
der Uni Bielefeld (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher) und dem 
Oligonucleotide Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligo-
calc.html) ausgewählt.  
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2.2.10.1 Datenbankanalysen zur Erlangung von 
Sequenzinformationen 
Die bislang bekannte Sequenz des C4-PEPC-Gens ist in der Datenbank des NCBI (Kapitel 
2.2.10) unter der Nr. gi22396 veröffentlicht. Um zusätzliche Sequenzinformationen über 
den 5`-Promotorbereich und das 3`-Ende des Gens zu erhalten wurden verschiedene 
Datenbank-Analysen durchgeführt (Kapitel 2.2.10). Dabei wurde mit dem bekannten 
Bereich des PEPC-Gens eine Blast-Analyse vollzogen und nach Homologien zu anderen 
Sequenzen aus Genomsequenzierungs-Projekten gesucht. Es konnten dabei in der 
PlantGDB-Datenbank (Kapitel 2.2.10) die Sequenzen GSS 11-12-04.2773.1 und GSS 11-
12-04.181719.1 identifiziert werden, die sowohl einen Teil des PEPC-Gens als auch 
weitere Sequenzinformation über den 5`- oder 3`-Bereich enthalten.  
Über konventionelle PCR (Kapitel 2.2.7.1) wurde nachgewiesen, dass diese Fragmente ein 
Kontinuum mit dem PEPC-Gen darstellen. Dazu wurden jeweils 2 Oligonukleotide 
verwendet, von denen eines in der neuen Sequenz, das andere in der bekannten Sequenz 
bindet (Amplifikation mit den Primern P1 fw und P2 rv, bzw. C3 fw und Int rv; Tabelle 2). 
Somit wurde sichergestellt, dass die neu erhaltenen Sequenzen sich tatsächlich an den 5`- 
bzw. 3`-Bereich der bekannten PEPC-Sequenz anschließen. 
Analog wurde dieses Verfahren von Ina Horst und Sonja Töpsch (RWTH Aachen, Institut 
für Biologie I) für das Gen der C4-PPDK durchgeführt und es konnte mit der Sequenz GSS 
11-12-04.31.4 in der Datenbank der PlantGDB weitere Sequenzinformation über den C4-
PPDK-Promotor gewonnen werden.  
Das C4-ME-Gen wurde von Rothermel and Nelson (1989) erstmals beschrieben, 
ergänzende Sequenzinformation wurde von Christoph Peterhänsel (RWTH Aachen, 
Institut für Biologie I) hinzugefügt.  
 
2.2.11 Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP)  
Bei der verwendeten ChIP-Methode handelte es sich um eine Variante, bei der Proteine, 
DNA und RNA zunächst in vivo über Formaldehyd kovalent miteinander verbunden 
werden. Dies geschieht über freie Aminogruppen der DNA-Basen (Adenin, Guanin und 
Cytosin) und der Aminosäuren (Lysin, Arginin, Asparagin und Glutamin). Das Prinzip der 
ChIP-Methode ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Nach der Fixierung und 
Isolierung des Chromatins wird dieses durch Ultraschall geschert, so dass 
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Chromatinfragmente mit einer durchschnittlichen Länge von etwa 400 bp entstehen 
(Kapitel 2.2.2.3.1).  
Durch die Zugabe von spezifischen Antikörpern und ProteinA-Agarose wird eine selektive 
Immunopräzipitation der gewünschten Protein-DNA-Konjugate erzielt. Anschließend kann 
durch Detergenzien und hohe Temperaturen die kovalente Verbindung zwischen Proteinen 
und der DNA wieder gelöst werden und die DNA-Fragmente über eine Real-Time-PCR 
analysiert und quantifiziert werden (Kapitel 2.2.7.3 und Abbildung 5). 
In der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper gegen den unmodifizierten C-Terminus des 
Histons H3 sowie gegen verschiedene Methylierungszustände am N-Terminus des Histons 
H3 verwendet (Kapitel 2.1.7 und 1.2.3).  
 
Ultraschallbehandlung
Chromatin-Isolierung
Inkubation mit spezifischen
Antikörpern
Lösen der Formaldehyd-
verbindungen
PCR-Zyklus
Fl
uo
re
sz
en
z
Real-Time PCR
DNA-Extraktion
Präzipitation mit ProteinA-
Agarose
Fl
uo
re
sz
en
z
Fl
uo
re
sz
en
z
Fl
uo
re
sz
en
z
Fl
uo
re
sz
en
z
 
 
 
Abbildung 5: Chromatin-Immunopräzipitation 
Dargestellt ist die schematische Abfolge einer ChIP-Analyse. Nach Fixierung der DNA-Protein-Interaktionen 
mittels Formaldehyd wird das Chromatin aus dem Gewebe extrahiert und durch eine Ultraschallbehandlung 
in kleinere Fragmente gespalten. Nach Inkubation mit spezifischen Antikörpern gegen unmodifizierte und 
modifizierte Histone und Präzipitation mit ProteinA-Agarose kann die DNA aus den präzipitierten DNA-
Protein-Komplexen isoliert und über Real-Time-PCR quantifiziert werden. 
 
 
 
 
nicht modifiziert
modifiziert 
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Zur Vermeidung unspezifischer Interaktionen des Chromatins mit der ProteinA-Agarose 
erfolgte zunächst eine Inkubation des Chromatins mit ProteinA-Agarose um diese dann 
anschließend samt der unspezifisch gebundenen Chromatinfragmente wieder zu entfernen. 
Dazu wurden 200 µl des isolierten Chromatins (Kapitel 2.2.2.3) mit 1,8 ml Puffer F 
(Kapitel 2.1.11) und 40 µl ProteinA-Agarose versetzt und 1 h bei 4°C unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Nach 2 min Zentrifugation bei 440 x g (4°C) wurde der Überstand zur 
Weiterverwendung in flüssigem N2 eingefroren und das Pellet verworfen.  
Um vor der Zugabe der spezifischen Antikörper den DNA-Gehalt der Proben 
anzugleichen, wurde ein 10 µl-Aliquot der Chromatinlösung mit 100 µl Puffer G (Kapitel 
2.1.11) versetzt und über Nacht bei 65°C inkubiert um die Formaldehydverbindungen zu 
lösen. Die DNA wurde mittels des MSB Spin PCRapace Kit Invitek nach 
Herstellerangaben isoliert und über eine Real-Time-PCR quantifiziert (Kapitel 2.2.7.3). 
Den DNA-Gehalten entsprechend wurden die Chromatinpräparationen mit Puffer EM 
(Kapitel 2.1.11) verdünnt. 
Jeweils 400 µl dieser Chromatinlösung wurden zur ChIP-Analyse eingesetzt. Die Proben 
wurden mit 30 µl ProteinA-Agarose und den entsprechenden Mengen des Antikörpers 
versetzt (ab1791: 1 µl; ab8895: 7,5 µl; ab7766: 5,5 µl; ab8580: 2,5 µl; dimetH3K9: 10 µl). 
Um später die Menge des Eingangsmaterials bestimmen zu können wurden zusätzlich 40 
µl abgenommen und verwahrt. Unspezifische Interaktionen der Protein-DNA-Konjugate 
mit Kaninchen-Antikörpern wurden über den Einsatz eines Kontrollserums (10 µl) 
ausgeschlossen. Dieses stammte aus Kaninchen, die mit einem Protein aus Kartoffel 
immunisiert wurden und sollte daher nicht mit Maischromatin interagieren.  
Die Ansätze wurden 2,5 h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert und anschließend 
die ProteinA-Agarose mit den daran gebundenen Antikörper-Chromatin-Komplexen für 2 
min bei 440 x g (4°C) pelletiert. Die Pellets wurden je einmal mit 1 ml Waschpuffer „low 
salt“ (Kapitel 2.1.11), Waschpuffer „high salt“ (Kapitel 2.1.11) und Waschpuffer 
Lithiumchlorid (Kapitel 2.1.11) und zweimal mit TE-Puffer (Kapitel 2.1.11) gewaschen. 
Um die Formaldehydverbindungen wieder zu lösen wurde das Agarosepellet mit 100 µl 
Puffer G (Kapitel 2.1.11) versetzt und über Nacht bei 65°C inkubiert. Ebenso wurde mit 
dem 40 µl-Aliquots zur Bestimmung der Eingangsmenge verfahren. Die nun freigesetzte 
DNA wurde mit Hilfe des MSB Spin PCRapace Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. 
Die Elution erfolgte in 80 µl Elutionspuffer. Um die Stabilität der Proben zu erhöhen 
wurden 8 µl BSA (100 ng/ml) dazugegeben und die Proben bei -20°C gelagert.  
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Die Menge an präzipitiertem Material wurde über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) 
bestimmt. 
 
2.2.12 Statistische Methoden 
 
2.2.12.1 Mittelwert 
Der Mittelwert ist der Durchschnittwert einer Reihe von Messwerten, bei dem die Summe 
der negativen Abweichungen der einzelnen Werte vom Mittelwert gleich der Summe der 
positiven Abweichungen ist. Das arithmetische Mittel aus Rohdaten berechnet sich wie in 
Formel 1 angegeben. 
 
Formel 1: Berechnung des arithmetischen Mittelwerts X  
x = arithmetischer Mittelwert; xi = Einzelmesswert; n = Anzahl der Messwerte 
 
 
2.2.12.2 Standardfehler 
Der Standardfehler gibt die statistische Unsicherheit der Mittelwerte wieder und eignet 
sich, um die Qualität von Mittelwerten miteinander zu vergleichen. Er berechnet sich wie 
in Formel 2 angegeben.  
 
 
Formel 2: Standardfehler S 
S = Standardfehler; σX = Standardabweichung; n = Anzahl der Messwerte 
 
 
2.2.12.3 Standardabweichung 
Wird in der Statistik eine Auswertung über eine Menge von Werten benötigt, gibt die 
Standardabweichung ein sinnvolles Maß für die Streuung um den arithmetischen 
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Mittelwert an. Die in Formel 3 berechnete Standardabweichung gibt eine 
erwartungsgetreue Schätzung der Standardabweichung der Grundgesamtheit anhand einer 
Stichprobe wieder. 
 
 
 
Formel 3: Standardabweichung σ 
σ = Standardabweichung; xi = Einzelmesswert; n = Anzahl der Messwerte; x = arithmetischer Mittelwert 
 
 
2.2.12.4 t-Test 
Mit dem t-Test kann getestet werden, ob der Unterschied zweier Stichproben statistisch 
signifikant ist. Der Test berücksichtigt die Varianz der Stichproben, wobei das 
Signifikanzniveau α standardmäßig auf 5 % festgelegt wird. Der t-Wert berechnet sich 
nach Formel 4. 
 
Formel 4: t-Wert 
 X1= Mittelwert Stichprobe 1; X2 = Mittelwert Stichprobe 2; σ1 = Standardabweichung Stichprobe 1;                       
σ2= Standardabweichung Stichprobe 2; n1 = Anzahl der Proben in Stichprobe 1; n2 = Anzahl der Proben in 
Stichprobe 2 
 
Die Freiheitsgerade (FHG) berechnen sich nach FHG = n1+n2-2. Mit Hilfe dieser Angaben 
kann der kritische t-Wert aus der Tabelle „Signifikanzschranken der Studentverteilung“ 
entnommen werden (Fisher and Yates, 1963), ab dem die Nullhypothese abgelehnt wird. 
Diese nimmt an, dass die gefundenen Unterschiede zufällig sind. Nach der Berechnung des 
t-Werts kann die entsprechende Wahrscheinlichkeit p der Tabelle der Standardverteilung 
entnommen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dies mit dem Computerprogramm 
Microsoft Excel durchgeführt. Bei p < α wird die Alternativhypothese angenommen. 
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3 Ergebnisse 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Gen für die C4-Isoform der PEPC. Dieses 
Gen wurde ausgewählt, da sowohl eine lichtabhängige als auch eine gewebespezifische 
Regulation der Transkription beschrieben wurde und daher verschiedene Transkriptions-
zustände relativ einfach hergestellt und analysiert werden können. Zudem ist die 
Transkriptionsrate des C4-PEPC-Gens verglichen mit anderen Genen sehr viel stärker. Vor 
diesem Hintergrund wird der Zusammenhang zwischen dem Transkriptionsstatus des 
PEPC-Gens und epigenetischen Regulationsmechanismen, speziell der Histon- und DNA-
Methylierung, untersucht. 
 
Im ersten Teil der Ergebnisse werden Untersuchungen zum Transkriptionsstatus von PEPC 
gezeigt. Diese bilden die Grundlage zur Analyse des Lichteinflusses auf die Methylierung 
von Histonen. Um die Korrelation von Gewebespezifität und Histonmethylierung zu 
untersuchen, werden danach Daten für Wurzelgewebe, Mesophyll- und Bündelscheiden-
zellen präsentiert. 
Zusätzlich zum C4-PEPC-Gen, welches spezifisch in Mesophyllzellen exprimiert wird, 
wurden die Analysen auf das Gen für das C4-Malatenzym ausgeweitet. Dieses wird nur in 
Bündelscheidenzellen exprimiert und verhält sich somit reziprok zum PEPC-Gen. Analog 
zu PEPC wurde auch hier die Histonmethylierung in Abhängigkeit von der Belichtung und 
in verschiedenen Geweben untersucht. 
Um zu prüfen, ob es sich bei der Modulation der Histonmethylierung um einen generellen 
Mechanismus zur Regulation der Transkription von C4- oder gewebespezifischen Genen 
handelt, wurde der Methylierungsstatus zusätzlich auf den Genen für die C4-Isoform der 
PPDK und der kleinen Untereinheit der RubisCO untersucht. 
Der letzte Abschnitt befasst sich mit dem zweiten epigenetischen Regulations-
mechanismus, der DNA-Methylierung. Es werden Ergebnisse zum DNA-Methylierungs-
status in Wurzel, grünen Blättern, Mesophyll- und Bündelscheidenzellen gezeigt.  
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3.1 Transkriptionsstatus des C4-PEPC-Gens 
3.1.1 RNA-Isolierung 
Als Grundlage für die folgenden Untersuchungen zur Lichtabhängigkeit von 
Histonmodifikationen wurde zunächst der Transkriptionsstatus des C4-PEPC-Gens 
aufgenommen. Dazu wurde RNA aus verschiedenen Geweben der Maispflanze und nach 
verschiedenen Belichtungszuständen isoliert (Kapitel 2.2.2.4) und die Qualität über 
Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) überprüft. Zur Bestimmung der Transkript-
mengen wurde die RNA in cDNA revers transkribiert (Kapitel 2.2.5) und die cDNA 
anschließend über eine Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifiziert.  
 
Spur 1 2 bis 7 
Auftragung DNA 
Ladder 
Gesamt-RNA aus Maisblättern 
 
 
 
Abbildung 6: RNA-Isolierung 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von Gesamt-RNA aus jungen Maisblättern nach 
elektrophoretischer Auftrennung (Kapitel 2.2.3) in einem 1 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. Es 
wurden 6 % der Ansätze der präparierten RNA mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt und auf das Agarosegel 
aufgetragen. Zur Kontrolle der Gelqualität wurden 300 ng GenerulerTM 50 bp DNA Ladder verwendet. 
 
Das Ergebnis der RNA-Isolierung nach Auftrennung in einem Agarosegel ist in Abbildung 
6 dargestellt. Als oberste Bande in den Spuren 2 bis 7 ist genomische DNA erkennbar. 
Diese konnte durch die verwendete Methode zur RNA-Isolierung nicht vollständig entfernt 
werden, sie wurde jedoch vor der cDNA-Synthese enzymatisch abgebaut (Kapitel 2.2.4). 
Die anderen sichtbaren Banden bestehen aus rRNA- und tRNA-Molekülen, wobei sich die 
rRNA-Banden aus nukleärer und plastidärer rRNA zusammensetzen. mRNA ist aufgrund 
des geringen Anteils an der Gesamtmenge der RNA nicht sichtbar. Durch die sichtbaren 
Genomische DNA 
 
28 S rRNA 
18 S rRNA 
Plastidäre rRNAs 
 
tRNAs und andere 
kleinere RNA-Moleküle 
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distinkten Banden der rRNA-Moleküle kann man aber schließen, dass keine Degradation 
der RNA vorliegt. Um vor der Synthese der cDNA die RNA-Mengen aneinander 
angleichen zu können, wurde die Intensität der RNA-Banden im Agarosegel als Bezug 
verwendet. Interne Eichreihen mit verschiedenen RNA-Konzentrationen dienten als 
Absicherung dass die cDNA-Synthese in dem Bereich der eingesetzten RNA-Mengen 
linear verlief. 
 
3.1.2 Etablierung der Real-Time-PCR-Systeme 
Die Quantifizierung bestimmter RNA-Transkriptmengen oder Messungen der DNA-
Konzentration nach ChIP-Analysen oder Restriktionsspaltungen erforderte die Etablierung 
von PCR-Systemen, die für Real-Time-PCR geeignet sind. Bei den in dieser Arbeit 
verwendeten Primerpaaren wurde sichergestellt, dass jeweils nur ein Produkt amplifiziert 
wurde. Dazu erfolgte im Anschluss an eine quantitative PCR eine Schmelzpunktanalyse 
und die amplifizierten Produkte wurden in einer Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) 
überprüft. Die Nukleotidsequenz wurde über eine DNA-Sequenzierung verifiziert.  
 
 
 
 
 
   
                       
              
 
Abbildung 7: Kontrolle der PCR-Systeme  
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von DNA nach Amplifikation über Real-Time-PCR und 
elektrophoretischer Auftrennung (Kapitel 2.2.3) in einem 1 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. 
Aufgetragen sind die Produkte einer Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) mit dem Oligonukleotidsystem C3 für 
das PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). Als Matrize wurde eine cDNA-Verdünnungsreihe eingesetzt. Es wurden 50 
% der Ansätze mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Als 
Größenstandard wurden 300 ng GenerulerTM 100 bp DNA Ladder in Spur 1 und 300 ng GenerulerTM 50 bp 
DNA Ladder  in Spur 8 verwendet. NTC = PCR-Reaktion mit H2O anstelle von DNA als Matrize. 
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In Abbildung 7 ist exemplarisch das gelelektrophoretisch aufgetrennte Produkt des C3-
Systems (Kapitel 2.1.12) für das PEPC-Gen dargestellt. Als Matrize diente eine cDNA-
Verdünnungsreihe. In den Spuren 2-6 ist jeweils eine einzelne Bande zu erkennen, die in 
der Größe den erwarteten 123 bp entspricht und mit zunehmender Verdünnung der cDNA 
schwächer wird. Bei der Reaktion wurde nur ein Produkt gebildet und das gemessene 
Fluoreszenzsignal kann daher auf das gewünschte Produkt zurückgeführt werden. 
 
3.1.3 Bestimmung der Promotoraktivität von PEPC  
Um den Zusammenhang von Histon- oder DNA-Methylierung mit der Transkriptionsrate 
des PEPC-Gens zu untersuchen, ist zunächst die Bestimmung der Promotoraktivität des 
Gens notwendig. Da die mRNA-Menge nicht nur über die RNA-Synthese, sondern auch 
über Prozessierung und Abbau geregelt wird (Elferink and Reiners, 1996; Delany, 2001; 
Reed, 2003) ist diese kein gutes Maß für die Promotoraktivität. Letztere ist messbar in 
Form von naszierender, ungespleißter RNA (heterogene nukleäre RNA, hnRNA). Durch 
die Wahl von Primersystemen bei denen beide Primer in einem Intron oder ein Primer in 
einem Intron, ein anderer in einem Exon liegt, ist es möglich ungespleißte, gerade 
gebildete hnRNA zu detektieren. 
Für das PEPC-Gen wurde ein solches Primersystem entwickelt. Mit diesem System kann 
in einer cDNA-Probe ausschließlich hnRNA oder noch verbliebene DNA detektiert 
werden, aber keine mRNA. Eine Kontamination der Probe mit DNA wurde jedoch über 
einen DNaseI-Verdau ausgeschlossen und über parallele Ansätze ohne Zugabe Reverser 
Transkriptase in die cDNA-Synthese verifiziert (Kapitel 2.2.5).  
Das Ergebnis der hnRNA-Messung für Präparationen aus etiolierten und belichteten 
Maislaubblättern sowie der Wurzel ist in der Abbildung 8 dargestellt. Zu erkennen ist eine 
Zunahme der Promotoraktiviät in belichteten Blättern um das 7-fache verglichen mit 
etiolierten Blättern. Es liegt also eindeutig eine Lichtinduktion des Gens vor. In 
Wurzelgewebe hingegen ist die Promotoraktivität des PEPC-Gens überhaupt nicht 
nachweisbar, das Gen wird hier nicht transkribiert. Um sicherzustellen, dass dies nicht an 
der Qualität der Präparation aus Wurzeln liegt, wurde parallel die Expression von GAPDH 
als Vergleich gemessen. Dabei wurden für Wurzel und Laubblätter gleiche Werte ermittelt 
(Daten nicht gezeigt). 
Somit konnten drei Aktivitätszustände festgestellt werden: Etiolierte Blätter und Wurzeln 
zeigen eine geringe, bzw. gar keine Promotoraktivität. Sie stellen „Off“-Gewebe des 
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PEPC-Gens dar. In belichteten Laubblättern hingegen ist der Promotor voll aktiv, sie sind 
bezüglich PEPC ein „On“-Gewebe. Bei den im folgenden Kapitel dargestellten 
Ergebnissen der durchgeführten ChIP-Analyse wurde immer sichergestellt, dass das 
jeweilige Blattmaterial dieses Expressionsmuster vorwies.  
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Abbildung 8: Promotoraktivität von C4-PEPC  
Dargestellt ist die über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierte Menge an C4-PEPC-hnRNA in RNA-
Präparationen aus etiolierten und belichteten Laubblättern sowie der Wurzel. Die Werte wurden auf die 
Amplifikation einer cDNA-Verdünnungsreihe bezogen. Die RNA-Konzentrationen wurden vor der cDNA-
Synthese angeglichen Kapitel 2.2.5. Gezeigt sind Werte aus mindestens 3 unabhängigen Replikaten mit dem 
jeweiligen Standardfehler. Etioliert = etioliertes Laubblatt, belichtet = im normalen Licht-Dunkel-Rhythmus 
angezogenes, vor der Ernte 4 h belichtetes Laubblatt. 
 
 
3.2 Analyse der Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen 
Zur Analyse der Histonmethylierung am Gen für die C4-Isoform von PEPC wurde die 
Methode der Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) eingesetzt (Kapitel 2.2.11).  
Proteine, DNA und RNA werden zunächst in vivo über Formaldehyd kovalent miteinander 
verbunden. Nach der Fixierung erfolgt eine Isolierung des Chromatins. Durch 
Ultraschallbehandlung entstehen Chromatinfragmente mit einer durchschnittlichen Länge 
von etwa 400 bp.  
Durch die Zugabe von spezifischen Antikörpern und ProteinA-Agarose wird eine selektive 
Immunopräzipitation der gewünschten Protein-DNA-Konjugate erzielt. Anschließend kann 
durch Detergenzien und hohe Temperaturen die kovalente Verbindung zwischen Proteinen 
und der DNA aufgelöst werden und die präzipitierten DNA-Fragmente eines bestimmten 
Genbereiches über eine Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifiziert werden. 
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3.2.1 Isolierung von Chromatin  
Aus Maislaubblättern wurde Chromatin isoliert und die Qualität der Präparation über 
Agarosegelelektrophorese (Kapitel 2.2.3) überprüft. Dazu wurde sowohl direkt nach der 
Chromatin-Isolierung als auch nach der Ultraschallbehandlung des Chromatins ein Aliquot 
entnommen, die Formaldehydverbindungen gelöst und die im Chromatin enthaltene DNA 
aufgereinigt.  
 
Spur 1 2 3 
Nukleinsäure λDNA/PstI Chromatin Chromatin 
Ultraschall  - + 
 
                             
 
Abbildung 9: Isolierung von Chromatin 
Dargestellt ist die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von extrahierter DNA aus Chromatin nach 
elektrophoretischer Auftrennung (Kapitel 2.2.3) in einem 2,5 %-igen (w/v) Agarosegel in 1 x TAE-Puffer. 
Vor dem Aufgetragen wurden die Proben mit 0,2 Volumen Ladepuffer versetzt. Als Größenstandard wurden 
300 ng λ-DNA/PstI verwendet. + = Ultraschallbehandlung, - = keine Ultraschallbehandlung. 
 
 
Abbildung 9 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer Chromatin-Isolierung. In Spur 2 ist die 
Bande der hochmolekularen DNA aus dem Chromatin vor der Ultraschallbehandlung zu 
erkennen, sie weist keine Anzeichen einer eventuellen Degradation auf. Spur 3 zeigt die 
DNA desselben Chromatins nach der Ultraschallbehandlung. Es ist deutlich eine 
Anreicherung vorn Fragmenten mit einer Durchschnittsgröße um 400 bp zu sehen. Eine 
 
514 bp 
448 bp 
 
264 bp 
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Fragmentlänge in dieser Größenordnung ist für eine spätere ChIP-Analyse wichtig, da 
durch sie die Auflösung der Methode festgelegt wird. 
 
3.2.2 Belichtungsabhängige Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen  
Durch die Zugabe von spezifischen Antikörpern und ProteinA-Agarose zum isolierten und 
mit Ultraschall behandelten Chromatin wird eine selektive Anreicherung der gewünschten 
Protein-DNA-Konjugate erzielt. Die Analyse der DNA aus dem präzipitierten Material 
mittels Real-Time-PCR gibt Aufschluss über das Vorkommen und die Häufigkeit der 
Modifikation gegen die der verwendete Antikörper gerichtet ist. Mit dieser Technik konnte 
bereits von Offermann et al. (2006) eine lichtabhängige Acetylierung des PEPC-Promotors 
gezeigt werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper gegen verschiedene Zustände der 
Histonmethylierung am Lysin 4 (K4) und Lysin 9 (K9) des Histons H3 (H3) verwendet 
(Kapitel 2.1.7). Der Literaturlage zufolge korrelieren eine di- und tri-Methylierung am 
Lysin 4 des Histons H3 (dimetH3K4, bzw. trimetH3K4) mit Promotoraktivität (vgl. 
Kapitel 1.2.3), die Bedeutung der mono-Methylierung (monometH3K4) an dieser Position 
ist bislang nicht geklärt. Eine di-Methylierung am Lysin 9 des Histon H3 (dimetH3K9) 
wird mit reprimierten Genen und Markierung von Heterochromatin in Verbindung 
gebracht (vgl. Kapitel 1.2.3). Der Einsatz eines Antikörpers gegen den unmodifizierten C-
Terminus des Histons H3 stellt sicher, dass sich an den betrachteten Sequenzabschnitten 
überhaupt Nukleosomen befinden und sollte der Standardisierung auf die Menge 
präzipitierter Nukleosomen dienen. 
Um diese Histonmodifikationen und die Korrelationen mit lichtabhängiger 
Promotoraktivität auf dem PEPC-Gen zu untersuchen, wurde zunächst Chromatin aus 
etiolierten und belichteten Laubblättern isoliert und mit den oben genannten Antikörpern 
inkubiert. Nach der Aufreinigung der präzipitierten DNA-Fragmente wurde diese über 
Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) an mehreren Positionen des PEPC-Gens (Kapitel 2.1.12) 
analysiert. In Abbildung 10 A sind die verwendeten PCR-Systeme für das PEPC-Gen 
dargestellt. P1 und P2 bezeichnen relativ zum Transkriptionsstart jeweils eine distale und 
eine proximale Position auf dem Promotor des Gens. C1, C2 und C3 amplifizieren 
Bereiche in der kodierenden Genregion und Int bezeichnet eine Position, die ca. 2 
Nukleosomen hinter der Polyadenylierungsstelle lokalisiert ist. 
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Abbildung 10: Belichtungsabhängige Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) für das C4-PEPC-Gen. A zeigt die Lage der 
verwendeten PCR-Systeme. Graue Balken repräsentieren Exons, weiße Balken stellen PCR-Systeme dar. B-
F zeigen die Ergebnisse der ChIP-Analysen der Antikörper an den entsprechenden Positionen. Jeder 
Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen 
au
f H
is
to
n 
H
3 
be
zo
ge
n 
etioliertes Laubblatt 
belichtetes Laubblatt
%
 D
N
A
-A
us
ga
ng
sm
en
ge
 
au
f H
is
to
n 
H
3 
be
zo
ge
n 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 53
Standardfehler. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den 
Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (A) wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials 
bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern gegen monometH3K4 (B), dimetH3K4 (C), 
trimetH3K4 (D) und dimetH3K9 (E) wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der 
entsprechenden Position bezogen (B). Die gestrichelte Linie gibt die Mittelwerte der präzipitierten DNA-
Mengen mit dem Kontrollserum an. TSS = Transkriptionsstart, polyA = Polyadenylierungsstelle. P1, P2, C1, 
C2, Int kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Bei jeder ChIP-Analyse wurde zunächst die Menge an Material betrachtet, die mit dem  
Antikörper gegen das Histon H3 präzipitiert wurde. Dies wurde als Maß für die 
Nukleosomendichte interpretiert. Das Ergebnis der ChIP-Analyse mit diesem Antikörper 
ist in Abbildung 10 B gezeigt. Zur vereinfachten Darstellung wurde die Menge des 
präzipitierten Materials auf die in die Präzipitation eingesetzte Chromatinausgangsmenge 
bezogen. Die y-Achse gibt also die Nukleosomendichte an den jeweiligen PCR-Positionen 
an. Zur Kontrolle, ob unspezifische Interaktionen zwischen ProteinA-Agarose, Antikörper 
und Chromatin auftreten, wurde in jeder ChIP-Analyse eine Probe mit einem 
Kontrollserum durchgeführt (Kapitel 2.2.11). Tatsächlich beliefen sich die Werte des 
präzipitierten Chromatins mit dem Kontrollserum auf maximal 0,05 % des 
Ausgangsmaterials und waren daher im Vergleich zu den Werten der übrigen Antikörper 
vernachlässigbar.  
Die Untersuchung in Abbildung 10 B erfolgte für etioliertes und belichtetes Laubblatt, also 
einem Gewebe, in dem der Promotor nur sehr schwach, und einem Gewebe, in dem er voll 
aktiv ist. Das Vorkommen von Histon H3 zeigt keine großen Differenzen zwischen diesen 
beiden Zuständen. Abgesehen von einem kleinen Unterschied an der Position P2 (p=0,05 
nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)), ist die Nukleosomendichte zwischen etioliertem und 
belichtetem Material gleich. Allerdings zeigen beide Promotorpositionen, sowohl in 
etioliertem als auch in belichtetem Pflanzenmaterial, eine Reduktion der 
Nukleosomendichte ca. um den Faktor 2 im Vergleich zu den Positionen in der 
kodierenden oder intergenen Region (etioliert: p=0,02; belichtet: p<0,01; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)).  
Die Darstellung der ChIP-Analysen für Antikörper gegen die spezifischen 
Histonmethylierungen (Abbildung 10 C-F) erfolgte nach Bezug auf die Menge an 
präzipitierbarem Chromatin mit dem Antikörper gegen Histon H3. Mit dieser Art der 
Darstellung kann ausgeschlossen werden, dass ein nicht-vorhandenes Signal eines 
Antikörpers gegen die Einzelmodifikationen auf das Fehlen von Nukleosomen an dieser 
Position zurückzuführen ist. Die Werte der Präzipitation mit dem Kontrollserum belaufen 
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sich nach der Umrechnung auf die präzipitierte Menge Histon H3 maximal 0,03 und sind 
daher für die Antikörper gerichtet gegen mono-, di- und trimetH3K4 vernachlässigbar. Bei 
der Auswertung der Ergebnisse für den Antikörper gegen dimetH3K9 (Abbildung 10 F) 
müssen diese nicht durch Histonantikörper vermittelten Interaktionen allerdings 
berücksichtigt werden. Die Effizienz der Präzipitation mit diesem Antikörpers ist, 
verglichen mit den anderen verwendeten Antikörpern, sehr gering und folglich sind einige 
der niedrigeren Werte nicht mehr von Interaktionen zu unterscheiden. Um dies deutlich zu 
machen, wurde in die Abbildung 10 F eine waagerechte Linie eingefügt, welche die 
maximalen Werte des Kontrollserums angibt.  
Betrachtet man die Verteilung der einzelnen Histonmodifikationen über das PEPC-Gen, so 
zeigt sich für mono-methyliertes K4 ein relativ gleichmäßiges Muster dieser Modifikation 
(Abbildung 10 C). An allen Promotorpositionen sowie in der kodierenden Region wurden 
in etwa vergleichbare Werte ermittelt. Lediglich in der intergenen Region ist die mono-
Methylierung von K4 etwas weniger vertreten. An den Positionen P2, C1 und C3 ist ein 
geringer Unterschied zwischen etioliertem und belichtetem Pflanzenmaterial zu erkennen, 
der nicht durch den Bezug auf die Nukleosomendichte begründet ist (P2: p=0,02; C1: 
p=0,02; C3: p=0,03; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Abbildung 10 D zeigt die ChIP-Ergebnisse für den Antikörper gegen di-methyliertes 
H3K4. Im Gegensatz zum monometH3K4 ist hier ein auffälliges Muster auf dem PEPC-
Gen zu sehen. Ein deutliches Signal ist nur an den Positionen P2 und C3 vorhanden. Die 
weiteren Positionen P1, C1 und C2 zeigen nur wenig di-methyliertes H3, an der intergenen 
Position ist gar keine Modifikation nachweisbar. An der Position C3 ist auch in diesem 
Fall eine schwache Lichtinduktion zu erkennen. 
Die Ergebnisse für den Antikörper gegen tri-methyliertes H3 sind in Abbildung 10 E 
dargestellt. Sie zeigen wiederum ein bestimmtes Verteilungsmuster, das sich aber von dem 
des monometH3K4 und dimetH3K4 unterscheidet. Der stärkste Grad an Modifikation 
scheint sich in den Bereichen von P2, C2 und C3 zu befinden, an der Position C1 ist das 
Signal sehr niedrig. Die Positionen P1 und Int zeigen gar kein Signal, nur das Gen selbst 
scheint markiert zu sein. An C3 ist erneut ein gewisses Maß an Lichtinduktion vorhanden 
(p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
DimetH3K9 wird allgemein als Marker für reprimierte Gene und Heterochromatin 
betrachtet. Wie in Abbildung 10 F ersichtlich ist diese Modifikation aber, unabhängig vom 
Licht und damit dem Transkriptionsstatus, nicht nur in der intergenen Region sondern auch 
am C4-PEPC-Gen präsent. An den Positionen P1, P2, C1 und Int ist eine Modifikation 
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sicher messbar. Entgegen den Erwartungen ist an C1 und Int sogar eine Lichtinduktion der 
Modifikation zu sehen. An den Positionen P2 und C1 treten somit Modifikationen 
gleichzeitig auf, die normalerweise in aktivem, bzw. inaktivem Chromatin zu finden sind.  
 
Um die Höhe und Relevanz dieser Signale einordnen zu können wurden die Ergebnisse im 
Folgenden durch den Einsatz von Referenzgenen verifiziert. Zudem sollte überprüft 
werden, ob die niedrige Effizienz des Antikörpers gegen dimetH3K9 an einer niedrigen 
Modifikationsrate des PEPC-Gens oder der Antikörperqualität liegt. 
Die Referenzgene wurden zusammen mit Max Haring (Swammerdam Institute, University 
of Amsterdam) etabliert. Das Gen des Aktin1-Gen wird konstitutiv exprimiert (Max 
Haring, Swammerdam Institute, University of Amsterdam, unveröffentlichte Daten) und 
diente in der vorliegenden Arbeit als Beispiel für ein aktiv transkribiertes Gen. Das 
Retrotransposon Copia wird im Blattgewebe und in der Wurzel aktiv reprimiert (Max 
Haring, Swammerdam Institute, University of Amsterdam, unveröffentlichte Daten). Copia 
wurde daher als Kontrolle für ein nicht aktives Gen verwendet. Zudem hat die 
Arbeitsgruppe Liu et al. (2004) an diesem Gen eine starke DNA-Methylierung gefunden. 
DNA-Methylierung korreliert oft mit dem Vorkommen von dimetH3K9 (Kapitel 1.2.3, 
1.2.6) und so wurde in der ChIP-Analyse für diese Modifikation an Copia eine maximale 
Signalstärke erwartet.  
In Abbildung 11 ist ein Vergleich von Histonmodifikationen auf dem Promotor des 
Aktin1-Gens und in dem Retrotransposon Copia dargestellt. Als Ausgangsmaterial diente 
Chromatin von grünen Maislaubblättern, gezeigt sind Daten für unmodifiziertes Histon H3 
(Abbildung 11  A), den als Aktivitätsmarkern diskutierten dimetH3K4 (Abbildung 11 B) 
und trimetH3K4 (Abbildung 11 C) sowie dimetH3K9 (Abbildung 11 D) als putativer 
Marker für reprimierte Gene. Zur vereinfachten Darstellung wurde auch hier das Signal 
des H3-Antikörpers auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die 
präzipitierten Mengen mit den Antikörpern gegen dimetH3K4, trimetH3K4 und 
dimetH3K9 wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden 
Position bezogen. 
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Abbildung 11: Methylierungsstatus an den Referenzgenen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) für die Sequenz von Copia und Aktin unter 
Verwendung von Chromatin aus grünem Maislaubblatt. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen 
Experimenten. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die präzipitierten und über 
Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon 
H3 (A) wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den 
Antikörpern gegen dimetH3K4 (B), trimetH3K4 (C)  und dimetH3K9 (D) wurden auf die Menge an 
präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen. Cop = PCR-System im Gen des Copia-
Retrotransposons, Act = PCR-System für die Promotorregion von Aktin1 (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Wie in Abbildung 11 A ersichtlich, ist die Nukleosomendichte an beiden Genen nahezu 
identisch. Die di- und auch die tri-Methylierung von H3K4 (Abbildung 11 B und C) 
unterscheiden sich aber deutlich. Während die Signale dieser Modifikationen auf Copia 
kaum messbar sind, liegen sie auf Aktin erwartungsgemäß viel höher und entsprechen in 
etwa den Werten die auch für PEPC gemessen werden konnten (vgl. Abbildung 10; 
dimetH3K4: p=0,01; trimetH3K4: p=0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Für dimetH3K9 
(Abbildung 11 D) zeigt sich ein umgekehrtes Bild, die Modifikation ist auf Aktin nur sehr 
gering vorhanden, auf Copia hingegen ist ein deutliches Signal präsent (p<0,01; nach t-
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Test (Kapitel 2.2.12.4)). Somit kann das erwartete Modifkationsmuster an diesen beiden 
Referenz-Genen reproduziert werden. Entgegen der Erwartung entspricht allerdings die 
Höhe des Signals bei Bezug auf die präzipitierten Werte von Histon H3 mit 0,15 dem für 
die Positionen P2 (0,16), C1 (0,13) und Int (0,18) auf dem PEPC-Gen in grünen Blättern 
(Abbildung 10).  
 
Zur endgültigen Absicherung des dimeH3K9-Signals wurde diese Modifikation an zwei 
weiteren Genbereichen gemessen, einer telomeren Sequenz und einer Position im Zein-
Gencluster. Das Bereiche des Telomers amplifizierende PCR-System stellt eine zusätzliche 
Heterochromatin-Position dar und sollte somit ein starkes Signal für dimetH3K9-
Methylierung zeigen. Zein wird ausschließlich im Samenkorn exprimiert und diente schon 
bei vergangenen Untersuchungen im Blatt als reprimiertes Gen (Kalamajka et al., 2003). 
Hier wird also auch eine di-Methylierung von H3K9 erwartet.  
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Abbildung 12: Vergleich von dimetH3K9 an weiteren Genen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) mit Antikörpern gegen unmodifiziertes Histon 
H3 (A) und dimetH3K9 (B) an den Positionen des PEPC-Gens, sowie verschiedener weiterer Gene. Als 
Ausgangsmaterial diente grünes Maislaubblatt. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. 
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Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR 
(Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (A) wurden auf 
die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit dem Antikörpern gegen 
dimetH3K9 (B) wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position 
bezogen. P1, P2, C1, C2, Int kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen. Cop = 
PCR-System für Copia, Tel = PCR-System für Telomere Sequenz, Zein = PCR-System für Zein, Act = PCR-
System für Aktin (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Analog zu Copia wurden auch an diesen beiden Genen keine Modifikationen gefunden, die 
mit aktiven Genen korrelieren (Daten nicht gezeigt), aber im Gegensatz dazu wiesen die 
gemessenen Positionen ein starkes dimetH3K9-Signal auf (0,16 bei der telomeren 
Sequenz, 0,09 im Zein-Gencluster, Abbildung 12 B). Mit diesen Daten können nun die 
Ergebnisse der ChIP-Analyse mit dem Antikörper gegen dimetH3K9 am PEPC-Gen 
eingeordnet werden. Hierzu sind die Daten in Abbildung 12 den bei PEPC ermittelten 
Werten aus Abbildung 10 gegenübergestellt. Der Bezug der Daten erfolgte erneut auf die 
mit einem Antikörper gegen H3 bestimmte Nukleosomendichte (Abbildung 12 A). Bei der 
direkten Gegenüberstellung der Daten wird deutlich, dass im Bereich des 
Transkriptionsstarts des PEPC-Gens in grünen Blättern ein ähnlich hoher Grad an 
dimetH3K9 zu finden ist wie in chromosomalen Bereichen, die nach Literaturlage als stark 
reprimiert eingeordnet werden.    
 
Abschließend kann gesagt werden, dass für die untersuchten Histonmodifikationen 
bestimmte Muster auf dem PEPC-Gen auftreten. Die lichtinduzierte Promotoraktivierung 
führt nur an wenigen Positionen des PEPC-Gens zu einer Änderung der 
Histonmethylierung. Entgegen der von Offermann et al. (2006) gefundenen, 
lichtabhängigen Hyperacetylierung der Histone des PEPC-Gens, zeigt der 
Methylierungsstatus dieser Histone dahingehend keine deutliche Veränderung.  
Abweichend von den Erwartungen treten an dem C4-PEPC-Gen mit di-, bzw. trimetH3K4 
und dimetH3K9 gleichzeitig Modifikationen auf, die laut Literatur mit unterschiedlichen 
Aktivierungszuständen assoziiert sind.  
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3.2.3 Gewebeabhängige Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen  
Da die lichtinduzierte Promotoraktivierung des PEPC-Gens im Laubblatt nur zu kleinen 
Veränderungen der Histonmethylierung führt, wurde vermutet, dass diese in stärkerem 
Ausmaße durch andere Faktoren als Licht beeinflusst werden könnten. Zudem besteht ein 
Maislaubblatt aus zwei photosynthetisch aktiven Geweben, den Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen (Kapitel 1.1.2). Im Mesophyllgewebe ist das C4-PEPC-Gen stark 
aktiv, in Bündelscheidenzellen hingegen wird C4-PEPC nur gering exprimiert. Ein 
weiteres, photosynthetisch inaktives Gewebe stellt die Wurzel dar. Hier wird das C4-
PEPC-Gen gar nicht exprimiert.  
Um eventuelle gewebespezifische Unterschiede des Methylierungsstatus des PEPC-Gens 
festzustellen, wurde die Histonmethylierung in Wurzeln, Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen für das C4-PEPC-Gen untersucht.  
 
3.2.3.1 Histonmethylierung in der Wurzel  
Um die Histonmethylierung in der Wurzel zu untersuchen wurden die DNA-Protein-
Interaktionen, analog zu den Laubblättern, zunächst durch Formaldehyd fixiert (Kapitel 
2.2.2.3.2). Da sich Wurzeln in ihrer Struktur stark von Blättern unterscheiden, wurde 
zunächst die Formaldehydkonzentration variiert um eine optimale Fixierung zu 
gewährleisten. Eine Variation der Formaldehydkonzentration ergab allerdings keine 
großen Unterschiede in der Effizienz der ChIP-Analyse (Daten nicht gezeigt) und so 
wurden dieselben Bedingungen verwendet wie für die Gesamtblätter.   
Das Wurzelchromatin wurde nach der Fixierung extrahiert und analog zum Chromatin aus 
Laubblatt mit den entsprechenden Antikörpern gegen die verschiedenen 
Methylierungszustände von H3K4 inkubiert (Kapitel 2.2.11). Nach der Isolierung der 
DNA aus den Präzipitaten wurde diese über Real-Time-PCR quantifiziert (Kapitel 2.2.7.3). 
Abbildung 13 zeigt das Ergebnis dieser Analyse und stellt die Daten der ChIP-Analyse mit 
Chromatin aus Wurzeln denen mit Chromatin aus Laubblättern gegenüber. Zur 
vereinfachten Darstellung wurde auch hier das Signal des H3-Antikörpers (Abbildung 13 
A) auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten DNA-Mengen 
mit den Antikörpern gegen monometH3K4 (Abbildung 13 B), dimetH3K4 (Abbildung 13 
C), trimetH3K4 (Abbildung 13 D) und dimetH3K9 (Abbildung 13 E) wurden auf die 
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Menge an präzipitierter DNA mit dem Antikörper gegen Histon H3 an der entsprechenden 
Position bezogen. 
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Abbildung 13: Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen der Wurzel im Vergleich zum Laubblatt 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am C4-PEPC-Gen in etioliertem und 
belichtetem Laubblatt sowie in Wurzel. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. 
Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR 
(Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (A) wurden auf 
die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern gegen 
monometH3K4 (B), dimetH3K4 (C), trimetH3K4 (D) und dimetH3K9 (E) wurden auf die Menge an 
präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (A). P1, P2, C1, C2, Int kennzeichnen 
die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12).  
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Bereits in Abbildung 13 A ist deutlich erkennbar, dass sich die Daten des Antikörpers 
gegen Histon H3 in der Wurzel stark von denen der Laubblätter unterscheiden. Mit bis zu 
30 % sind die Werte um ein Vielfaches höher als in den Blättern, wo die Werte 
überwiegend bei ca. 1 % lagen. Eine 30-fach höhere Nukleosomendichte kann allerdings 
nicht der Realität entsprechen. Die Auflösung der ChIP-Analyse wird durch die Länge der 
Chromatinfragmente bestimmt, in der vorliegenden Arbeit betrug diese 400 bis 500 bp 
(Kapitel 2.2.2.3.1). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass auf diesen kurzen Fragmenten 30-
mal mehr Nukleosomen in der Wurzel vorkommen als im Blattgewebe. Die Begründung 
für die große Differenz liegt wahrscheinlich in technisch bedingten  Unterschieden. Dies 
gilt nicht nur für den Antikörper gegen H3, sondern auch für die weiteren Antikörper. So 
wurde beispielsweise mit dem Antikörper gegen monometH3K4 an der Position C3 in 
grünem Laubblatt 2,3 % der DNA-Ausgangsmenge präzipitiert, in der Wurzel hingegen 
10,5 % (Daten nicht gezeigt). Nicht zuletzt deshalb wurde zunächst die Standardisierung 
auf H3 gewählt, um die Werte trotz der Größenunterschiede zumindest relativ zueinander 
vergleichen zu können.  
Wie in Abbildung 13 A zu sehen, zeigt sich kein Unterschied in der Verteilung des Histon 
H3 in Wurzel zwischen Promotor und kodierender Region (vgl. Laubblatt, Abbildung 10). 
Dies könnte mit der fehlenden Promotoraktivität in Wurzel korrelieren. 
Die gleichmäßige Verteilung von monometH3K4 über das gesamte PEPC-Gen entspricht 
in etwa der im Laubblatt (Abbildung 10), jedoch liegen die Werte in der Wurzel insgesamt 
auf einem niedrigeren Niveau.   
Im Gegensatz zum Laubblatt konnte für die Wurzel bei der gewählten 
Standardisierungsmethode an keiner Position des C4-PEPC-Gens eine di- oder tri-
Methylierung nachgewiesen werden (Abbildung 13 C, D und Abbildung 10).  
Wie in Abbildung 13 E dargestellt, konnten aber für den Antikörper gegen dimetH3K9 
Signale gemessen werden. Wie bereits erwähnt ist die Effizienz dieses Antikörpers 
geringer als bei anderen Antikörpern. Als Hilfe wurde daher eine Linie in die Abbildung 
eingefügt, die die Präzipitate des Kontrollserums veranschaulichen soll. Werte, die deutlich 
über dieser Linie liegen, konnten in Wurzelgewebe an den Positionen P2, C1 und Int 
gemessen werden. Bezüglich der positionsabhängigen Verteilung der Werte und ihrer 
Höhe entsprechen diese Signale in etwa denen der Laubblätter, es werden also Signale im 
Bereich der Transkriptionsinitiationsstelle und im intergenen Bereich nachgewiesen.   
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Chromatin aus Wurzelgewebe zeigt folglich beim Bezug auf die Präzipitationseffizienz  
mit einem Antikörper gegen die invariante Domäne des Histons H3 ein anderes 
Methylierungsmuster als Chromatin aus Gesamtblättern. Die mit Promotoraktivität 
korrelierende di- oder tri-Methylierung ist hier gar nicht zu finden, die mit nicht-aktiven 
Genen assoziierte Modifikation des dimetH3K9 entspricht in ihrer Höhe den Werten im 
Laubblatt. Durch die stark erhöhten Werte der präzipitierten Mengen im Vergleich zum 
Gesamtblatt sind diese Daten allerdings mit Vorsicht zu interpretieren und können letztlich 
nur einen Anhaltspunkt für den Zustand der Histonmethylierung in der Wurzel liefern.  
 
Um die bereits erwähnten hohen Unterschiede der mit den Antikörpern präzipitierten 
Mengen und eine eventuelle unterschiedliche Beschaffenheit von Chromatin aus Wurzeln 
und Blättern bei einer Auswertung der Daten außer Betracht lassen zu können, gibt es noch 
zwei weitere Möglichkeiten der Standardisierung der Werte.  
Analog zu der für dimetH3K9 durchgeführten Analyse mit Referenzgenen im Blatt 
(Kapitel 3.2.2) können auch hier weitere Gene als Bezugspunkt dienen. Dabei wird davon 
ausgegangen, dass sich die gewählten Gene in ihrem Histonmethylierungsmuster zwischen 
den Geweben nicht unterscheiden und so eine Standardisierung zum Vergleich der ChIP-
Analysen von Wurzel- und Blattgewebe möglich ist. Als Beispiel für ein reprimiertes Gen 
wurde erneut das Retrotransposon Copia gewählt und die präzipitierten Mengen mit dem 
Antikörper gegen dimetH3K9 als Marker für inaktives Chromatin wurden sowohl in Blatt- 
als auch in Wurzelgewebe auf dieses Gen bezogen. Als Referenz für einen aktiv 
transkribierten Chromatinbereich diente hier das Gen für die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Die Expression des GAPDH-Gens ist in Wurzel- und 
Blattgewebe vergleichbar (Daten nicht gezeigt), daher wurde für dieses Gen die mono-, di- 
und tri-Methylierung an 2 Positionen in der Promotor- und der kodierenden Region 
bestimmt (Daten nicht gezeigt, PCR-Systeme siehe Kapitel 2.1.12) und der Mittelwert der 
präzipitierten DNA-Mengen an beiden Positionen als Bezug für die präzipitierten Mengen 
aus Wurzel- und Blattgewebe verwendet. Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse für Wurzeln 
und belichtete Blätter. Unter der Voraussetzung, dass die gewählte Bezugsart legitim ist, 
die hohen Werte der ChIP-Analyse des Wurzelchromatins keine biologische Ursache 
haben und das C4-PEPC- und das GAPDH-Gen in beiden Geweben etwa die gleiche 
Nukleosomendichte aufweisen, sollten die standardisierten Werte der präzipitierten 
Mengen des Antikörpers gegen Histon H3 in beiden Geweben ca. den Wert 1 ergeben.  
 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 63
                  A 
    
Histon H3
0,0
1,0
2,0
3,0
P1 P2 C1 C2 C3 Int  
      B      C 
       
monometH3K4
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
P1 P2 C1 C2 C3 Int       
dimetH3K4
0,0
5,0
10,0
15,0
P1 P2 C1 C2 C3 Int  
D       E 
       
trimetH3K4
0,0
2,5
5,0
7,5
10,0
P1 P2 C1 C2 C3 Int        
dimetH3K9
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
P1 P2 C1 C2 C3 Int  
 
Abbildung 14: Standardisierung auf GAPDH 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am C4-PEPC-Gen in belichtetem Laubblatt 
und Wurzel für die Antikörper gegen Histon H3 (A), monometH3K4 (B), dimetH3K4 (C), trimetH3K4 (D) 
und dimetH3K9 (E). Die Daten entsprechen den Werten aus Abbildung 13, jedoch erfolgte der Bezug hier 
auf GAPDH. Jeder Datenpunkt beruht auf mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken 
repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. P1, P2, C1, C2, Int kennzeichnen die verwendeten PCR-
Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). 
 
 
Wie in Abbildung 14 A ersichtlich ist dies auch für nahezu alle Positionen des C4-PEPC-
Gens der Fall. Größere Schwankungen beruhen wahrscheinlich auf  Fehlern der 
Einzelwerte bei der Standardisierung. Die Abbildung 14 B-D zeigen die präzipitierten und 
auf GAPDH standardisierten Mengen mit den Antikörpern gegen mono-, di- und tri-
methyliertes H3 und Abbildung 14 E zeigt die Werte für dimetH3K9 auf Copia bezogen. 
Zu erkennen ist, dass sich die Werte von mono- und dimetH3K4 zwischen Wurzel und 
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Blatt kaum unterscheiden. Die mono-Methylierung von H3K4 liegt in der Wurzel etwas 
höher als im Blatt. Für dimetH3K4 ist lediglich an der Position P2 eine leichte Erhöhung 
zu erkennen, die aber keine Signifikanz besitzt (p=0,12; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Die tri-Methylierung von H3K4 ist in belichteten Blättern an den Positionen C1 und C2 
jedoch viel stärker vertreten ist als in Wurzelgewebe (p=0,03 und 0,01; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)). Die Promotorregion zeigt hier keinen Effekt. Die di-Methylierung von 
H3K9 zeigt wiederum keine größeren Unterschiede, die Schwankungen sind hier 
wahrscheinlich auf die bereits erwähnte niedrige Effizienz des Antikörpers und dadurch 
entstehende Fehler bei der Berechnung zurückzuführen. 
 
Die zweite Möglichkeit der Standardisierung ist nur für die Antikörper gegen H3K4 
durchführbar. Mit der Annahme, dass ein Lysinrest nur entweder mono-, di- oder tri-
methyliert vorliegen kann, ist es möglich, das Verhältnis der Methylierungen zueinander in 
Blatt- und Wurzelgewebe zu betrachten. Die unmethylierte Form des H3K4 wird dabei 
nicht erfasst. Zur Standardisierung wurden die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern 
gegen mono-, di- und trimetH3K4 zunächst auf die DNA-Ausgangsmenge bezogen, der 
Mittelwert aus den ChIP-Analysen gebildet und die Summe der Mittelwerte der 
Einzelmodifikationen gleich 100 % gesetzt. Der so berechnete prozentuale Anteil einer 
Modifikation am C4-PEPC-Gen in Wurzeln und belichteten Blättern ist in Abbildung 15 
gezeigt. Die Modifikation monometH3K4 ist demnach in der kodierenden Region des C4-
PEPC-Gens in Wurzelgewebe stärker vertreten als in belichteten Blättern. Besonders an 
der Position C2 ist dies zu beobachten, hier ist der prozentuale Anteil von monometH3K4 
in Wurzel um das 3,6-fache gegenüber dem Blatt erhöht. Die Modifikation des dimetH3K4 
zeigt keine auffälligen Unterschiede zwischen Wurzeln und belichteten Blättern, der 
prozentuale Anteil dieser Modifikation ist in beiden Geweben vergleichbar. Die tri-
Methylierung von H3K4 zeigt jedoch eine starke Veränderung in der kodierenden Region. 
In Blattgewebe ist diese Modifikation deutlich stärker vertreten, so beträgt der Unterschied 
an der Position C1 3,7-fach, an der Position C2 9,6-fach. Demnach wechselt die tri-
Methylierung von H3K4 im Blatt zur mono-Methylierung von H3K4 in Wurzelgewebe. 
Die Promotorregion mit den Positionen P1 und P2 zeigt bei keiner Modifikation einen 
deutlichen Unterschied zwischen Blatt- und Wurzelgewebe.         
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil von mono-, di- und trimetH3K4 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am C4-PEPC-Gen in belichtetem Laubblatt 
und Wurzel für die Antikörper gegen monometH3K4 (A) dimetH3K4 (B) und trimetH3K4 (C). Die Daten 
entsprechen den Werten aus Abbildung 13, jedoch ist hier der prozentuale Anteil der einzelnen 
Methylierungszustände an H3K4 dargestellt. Die durchgeführte Berechnung ist im Text erläutert. Jeder 
Datenpunkt beruht auf mindestens 3 unabhängigen Experimenten. P1, P2, C1, C2, Int kennzeichnen die 
verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Damit zeigen die beiden zusätzlichen Methoden der Standardisierung ein etwas anderes 
Bild als die Standardisierung auf den Antikörper gegen Histon H3. Bei dieser waren 
sowohl di-, als auch trimetH3K4 in der Wurzel viel geringer vertreten als im Blatt. Die 
beiden weiteren Standardisierungsmethoden zeigen jedoch nur einen Rückgang der tri-
Methylierung in der kodierenden Region, die di-Methylierung von K4 bleibt erhalten. Die 
Berechnung der prozentualen Anteile der Methylierungszustände an H3K4 zeigt in der 
kodierenden Region des C4-PEPC-Gens einen Wechsel von trimetH3K4 zu 
monometH3K4 zwischen Blatt- und Wurzelgewebe, der bei den anderen 
Standardisierungsmethoden in der Form nur ansatzweise zu erkennen ist. Eigentlich hätten 
alle Standardisierungsmethoden in etwa dasselbe Ergebnis erzielen sollen, die Einordnung 
der Wurzeldaten wird daher in der Diskussion noch einmal aufgegriffen. 
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3.2.3.2 Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
Der C4-Stoffwechselweg in Maispflanzen läuft in zwei zellulär getrennten Schritten ab.  
Die primäre Fixierung des CO2 durch PEPC findet in den Mesophyllzellen statt. 
Anschließend erfolgt die Freisetzung des CO2 und die Refixierung durch RubisCO in den 
Bündelscheidenzellen (Kapitel 1.1.2). Diese räumliche Trennung spiegelt sich auch in dem 
Expressionsmuster der C4-PEPC wieder. In Mesophyllzellen wird das Gen stark 
transkribiert, in Bündelscheidenzellen hingegen findet kaum Transkription statt. Die 
Promotoraktivität dieses Gens unterliegt also einer gewebespezifischen Regulation. Dies 
legt die Vermutung nahe, dass sich auch die Histonmodifikationen des PEPC-Gens in den 
beiden Geweben unterscheiden könnten. Für die Histonacetylierung des PEPC-Gens 
konnte allerdings durch Offermann et al. (2006) bereits gezeigt werden, dass sich diese 
unerwarteterweise nicht unterscheidet. Ob das auch für den Methylierungsstatus der 
Histone gültig ist, wird im Folgenden näher betrachtet.  
 
3.2.3.2.1  Isolierung von Mesophyll- und Bündelscheidenzellen  
Um die Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen untersuchen zu 
können, mussten diese Gewebe zunächst isoliert und der Transkriptionsstatus bestimmt 
werden (Kapitel 2.2.1und 3.1). Die Formaldehydfixierung und Isolierung von 
Bündelscheidenzellen erfolgte analog dem Protokoll in Offermann et al. (2006) bei dem 
zunächst eine Formaldehydfixierung in Gesamtblättern durchgeführt wird (Kapitel 
2.2.2.3.1). Um Bündelscheiden- und Mesophyllzellen zu trennen, wird das Gewebe dann 
mit cellulytischen und pektinolytischen Enzymen partiell verdaut (Kapitel 2.2.1.2). Eine 
typische Präparation von Bündelscheidenzellen ist in Abbildung 16 A dargestellt. 
Erkennbar sind nur noch die Bündelscheiden, sämtliche Mesophyllzellen wurden 
erfolgreich bei der Präparation entfernt. Die Messung der Transkription ist aus diesen 
Zellen allerdings nicht mehr möglich, da diese vor der Präparation mit Formaldehyd fixiert 
wurden. Die Präparation der RNA aus Bündelscheidenzellen erfolgte daher nach einer 
mechanischen Trennung der Gewebe (Kapitel 2.2.2.4). 
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Abbildung 16: Typische Präparationen von Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
A Mikroskopische Aufnahme von Bündelscheidenzellen nach partiellem Verdau. Mesophyllzellen wurden 
bei dieser Präparation vollständig entfernt. Vergrößerung 200 x. B Mikroskopische Aufnahme eines 
einzelnen Mesophyllprotoplasten nach partiellem Verdau. Vergrößerung 400 x. 
 
 
Die Isolierung der Mesophyllzellen erfolgte über partiellen Verdau der Gewebe (Kapitel 
2.2.1.1). In diesem Fall wurden die Zellen erst im Anschluss an den Verdau mit 
Formaldehyd fixiert (Kapitel 2.2.2.3.3). Abbildung 16 B zeigt das Ergebnis einer typischen 
Präparation von Mesophyllzellprotoplasten. Es wurde darauf geachtet, dass nur solche 
Präparationen weiterverwendet wurden, die runde, intakte Protoplasten aufwiesen. Diese 
sind erkennbar an einer gleichmäßigen Verteilung der Chloroplasten. Zudem wurde 
sichergestellt, dass die Präparationen frei von Kontaminationen mit anderen Geweben 
waren. Ein Teil jeder Präparation wurde einer Formaldehydfixierung und ChIP-Analyse 
unterzogen, ein weiterer Teil direkt zur Isolierung von RNA eingesetzt.  
 
3.2.3.2.2  Transkriptionsstatus in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen  
Vor jeder ChIP-Analyse wurden die isolierten Einzelgewebe mikroskopisch auf ihre 
Qualität untersucht. Eine zusätzliche Absicherung der Reinheit der Gewebe wurde über 
Transkriptionsanalysen durchgeführt. Entsprechend Hahnen (2004) erfolgte dies über das 
Verhältnis der Menge an mRNAs von PEPC und ME. mRNA von PEPC sollte 
ausschließlich in Mesophyllzellen, mRNA von ME hingegen nur in Bündelscheidenzellen 
vorhanden sein. Dadurch kann eine Aussage über den jeweiligen Kontaminationsgrad mit 
Fremdgewebe getroffen werden. Um sicherzustellen, dass dabei identische RNA-Mengen 
miteinander verglichen wurden, erfolgte eine Messung der mRNA von GAPDH. Dieses 
Gen wird in beiden Geweben gleichmäßig exprimiert und dient daher zur Standardisierung 
der Werte. 
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In Abbildung 17 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. Das Verhältnis von 
PEPC zu GAPDH und ME zu GAPDH ist im belichteten Laubblatt nahezu gleich 
(Abbildung 17 A). Dies ist zu erwarten, da für die Standardisierung der Ergebnisse der 
Real-Time-PCR eine cDNA-Verdünnungsreihe aus Laubblatt verwendet wurde.   
Abbildung 17 B zeigt die Messung der Transkription in Bündelscheidenzellen. Hier ist 
eine deutlich höhere Expression von ME gegenüber PEPC zu beobachten. Hätte die 
Bündelscheidenpräparation eine absolute Reinheit erreicht, so wäre hier überhaupt kein 
Signal für PEPC zu erwarten gewesen. Folglich sind die Bündelscheidenzellen zwar zu 
einem kleinen Teil mit Mesophyllzellen kontaminiert, jedoch ist das 
Bündelscheidengewebe deutlich angereichert. Zudem wurden die zur Messung 
verwendeten Bündelscheidenzellen durch mechanischen Aufschluss isoliert (Kapitel 
2.2.2.4). Bei dieser Art der Präparation ist bereits optisch zu erkennen, dass die Reinheit 
der Gewebepräparation weniger hoch ist als bei dem, für die ChIP-Analyse 
durchgeführten, partiellen Verdau. 
Das umgekehrte Verhältnis von PEPC und ME sollte in Mesophyllzellen auftreten. 
Abbildung 17 C zeigt, dass hier tatsächlich nur noch PEPC nachgewiesen werden konnte. 
Transkripte von ME waren nicht nachweisbar. Die Präparation von Mesophyllzellen wies 
also einen sehr hohen Reinheitsgrad auf.  
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Abbildung 17: Transkriptmengen von C4-PEPC und ME in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
Dargestellt ist die über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierte Menge isolierter mRNA von C4-
PEPC und C4-ME aus belichteten Laubblättern (A), Bündelscheidenzellen (B) und Mesophyllzellen (C). Die 
Werte wurden auf die jeweilige Menge an GAPDH-mRNA in den einzelnen Präparationen bezogen 
(GAPDH-„units“) und der rRNA-Gehalt der Proben vor der cDNA-Synthese aneinander angeglichen. 
Gezeigt sind Werte aus mindestens 4 unabhängigen Replikaten mit jeweiligem Standardfehler. MS = 
Mesophyllzellen, BS = Bündelscheidenzellen, bel. = belichtet. 
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3.2.3.2.3  Chromatin-Immunopräzipitation aus Mesophyllzellen 
Die Analyse der Histonmethylierung in Mesophyllzellen erforderte zunächst eine 
Optimierung der Formaldehydkonzentration (Kapitel 2.2.2.3.3). Getestet wurden 
Formaldehydkonzentrationen zwischen 1 und 4 %. Um die Aktivität von DNasen und 
Proteasen möglichst gering zu halten, erfolgte die Reaktion auf Eis. Aus den Proben wurde 
anschließend Chromatin isoliert und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifiziert. 
Abbildung 18 zeigt die isolierte DNA-Menge stellvertretend für die Position C2 auf dem 
PEPC-Gen. Deutlich zu erkennen ist, dass die extrahierte DNA-Menge bei 1 %, 2 % und 3 
% Formaldehyd in etwa gleich bleibt. Ab 4 % Formaldehyd im Fixierungspuffer ist 
hingegen später keine effiziente Extraktion des Chromatins mehr möglich. Dies könnte 
daran liegen, dass sich das Chromatin mit anderen Zellbestandteilen verbunden wird und 
nicht mehr isoliert werden kann. Bereits während der Isolierung des Chromatins konnte in 
diesen Proben beobachtet werden, wie Substanzen in der Lösung ausfielen. Ein weiterer 
möglicher Grund wäre eine zu starke Fixierung des Chromatins, was eine Auflösung der 
Formaldehydbindungen erschweren könnte und damit die nachfolgende DNA-Extraktion 
verhindert. Aufgrund der niedrigen Effizienz der DNA-Extraktion wurde die Probe bei den 
folgenden Analysen nicht weiter betrachtet. 
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Abbildung 18: Extrahierte DNA-Menge nach Variation der Formaldehydkonzentration 
Dargestellt ist die extrahierte DNA-Menge nach Fixierung von Mesophyllzellen mit verschiedenen 
Formaldehydkonzentrationen (Kapitel 2.2.2.3.3). Dazu wurden Mesophyllzellen isoliert, mit den 
angegebenen Formaldehydkonzentrationen fixiert, das Chromatin aus diesen Proben isoliert und die darin 
enthaltene DNA nach dem Lösen der Formaldehydverbindungen über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) 
quantifiziert. Die DNA-Menge wurde stellvertretend an der Position C2 des PEPC-Gens bestimmt (Kapitel 
2.1.12). Die y-Achse gibt die extrahierte DNA-Menge als Bezug auf willkürlich definierte Einheiten einer 
DNA-Verdünnungsreihe an. 
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In Abbildung 19 ist das Ergebnis einer ChIP-Analyse mit dem Kontrollserum sowie den 
Antikörpern gegen Histon H3, trimetH3K4 (stellvertretend als Marker für aktive Gene) 
und dimetH3K9 (als Marker für inaktive Gene) für die Proben mit 1-3 % Formaldehyd 
dargestellt. Die Werte wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf die jeweilige Menge an 
eingesetzter DNA bezogen und an den Positionen C2 (transkriptionell aktiver Genbereich) 
und Copia (transkriptionell inaktiver Genbereich) gemessen. 
Bei der Präzipitation des Kontrollserums ist kein Einfluss der Formaldehydkonzentration 
feststellbar, die Signale liegen nahe dem Nullwert.  
Der Antikörper gegen dimetH3K9 zeigt ein anderes Verhalten. An der Copia-Position 
nimmt das Signal an messbarer Modifikation konstant mit der Formaldehydmenge zu und 
erreicht sein Maximum bei der Verwendung von 3 % Formaldehyd. Die Position C2 des 
PEPC-Gens zeigt im Gesamtblatt erwartungsgemäß keinerlei Signal für den Antikörper 
dimetH3K9.  
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Abbildung 19: Präzipitierte DNA-Menge mit Kontrollserum und Antikörpern gegen trimetH3K4 und 
dimetH3K9 nach Variation der  Formaldehydkonzentration 
Dargestellt ist die präzipitierte DNA-Menge aus einer ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) von Mesophyllzellen 
nach Fixierung unterschiedlichen Formaldehydkonzentrationen. Mesophyllzellen wurden isoliert, mit den 
angegebenen Formaldehydkonzentrationen fixiert, das Chromatin aus diesen Proben isoliert, einer 
Chromatin-Immunopräzipitation mit Kontrollserum (A) sowie Antikörpern gegen dimetH3K9 (A), 
trimetH3K4 (B) und Histon H3 (B) unterzogen und die präzipitierte DNA nach dem Lösen der 
Formaldehydverbindungen über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifiziert. Die DNA-Menge wurde an 
der Position C2 des PEPC-Gens, sowie innerhalb des Gens für das Retrotransposon Copia (Kapitel 2.1.12) 
bestimmt und auf die Menge des DNA-Ausgangsmaterials bezogen. 
 
 
Die präzipitierte DNA-Menge mit dem Antikörper gegen trimetH3K4 an der Position C2 
zeigt wiederum keinen Einfluss der Formaldehydkonzentration. Die sichtbaren, 
Kontrollserum dimetH3K9 trimetH3K4 Histon H3
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vergleichsweise geringen Unterschiede entstehen ausschließlich durch die Verrechnung auf 
die DNA-Ausgangsmenge und sind nicht signifikant. Erwartungsgemäß ist auf dem Gen 
für Copia kein Signal nachweisbar.  
Auch bei der Präzipitation mit dem Antikörper gegen Histon H3 ist weder an der Position 
C2 noch an Copia ein eindeutiger Unterschied zwischen den Proben mit 1 %, 2 % und 3 % 
Formaldehyd im Fixierungspuffer zu erkennen. Die Stärke der Fixierung hat auch hier 
keinen Einfluss auf die Präzipitationseffizienz des Antikörpers.  
 
Die Versuche zeigen, dass sich unterschiedliche Antikörper bei einer Variation der 
Fixierungsbedingungen auch verschieden verhalten können. Bei dimetH3K9 hat die 
Formaldehydkonzentration bis zu einem bestimmten Wert einen positiven Effekt, die 
Antikörper gegen trimetH3K4 und Histon H3 hingegen verhalten sich gleich und 
Schwankungen in der Präzipitationseffizienz beruhen hier lediglich auf unterschiedlichen 
DNA-Ausgangsmengen. Um möglichst genaue ChIP-Analysen durchführen zu können, 
sollten folglich die Chromatinausgangsmengen der zu vergleichenden Proben vor einer 
ChIP-Analyse angeglichen werden. Der Einsatz von Referenzgenen für aktives, bzw. 
inaktives Chromatin hilft die erhaltenen Daten zu verifizieren. So kann festgestellt werden, 
ob ein gemessenes Signal auf eine tatsächliche vorhandene Modifikation oder auf zufällige 
Verbindungen des Chromatins mit dem Antikörper oder der ProteinA-Agarose  
zurückzuführen ist. Wäre dies hier der Fall gewesen, so hätte beispielsweise ein Signal des 
Antikörpers trimetH3K4 auch auf der Copia-Position nachgewiesen werden können. 
 
Für weitere Versuche wurde eine Formaldehydkonzentration von 3 % für die Fixierung 
gewählt. Die hiermit ermittelten Werte entsprachen in der Höhe in etwa den Werten des 
Laubblattes und der Bündelscheide und gewährleisteten so eine bestmögliche 
Vergleichbarkeit.  
 
3.2.3.2.4  Vergleich der Histonmethylierung zwischen Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen 
Die Analyse der Histonmethylierung in Bündelscheidenzellen erfolgte nach dem bereits 
etablierten Protokoll von Offermann et al. (2006). 
Nachdem Mesophyll- und Bündelscheidenzellen somit erfolgreich präpariert werden 
konnten, wurde mit dem isolierten Chromatin aus diesen Geweben eine ChIP-Analyse 
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durchgeführt. Dafür wurde zunächst belichtetes Pflanzenmaterial verwendet. Zur besseren 
Vergleichbarkeit (vgl. Kapitel 3.2.3.2.3), und weil die jeweiligen Proben der Einzelgewebe 
zu stark unterschiedlichen Chromatinausbeuten führten, wurden die Chromatinausgangs-
mengen für die ChIP-Analyse aneinander angeglichen.  
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Abbildung 20: Präzipitierte Menge Histon H3 in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PEPC-
Gen  
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) mit einem Antikörper gegen Histon H3 am 
C4-PEPC-Gen in belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 
unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die 
präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen 
unmodifiziertes Histon H3 wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. P1, P2, C1, C2, Int 
kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). MS = Mesophyllzellen, 
BS = Bündelscheidenzellen. 
 
Das Ergebnis der ChIP-Analyse ist in der Abbildung 20 und Abbildung 21 dargestellt. 
Dabei zeigt die Abbildung 20 die Menge an präzipitierbarem Histon H3 auf dem C4-PEPC-
Gen. Analog zu der Menge in Gesamtblättern (vgl. Abbildung 10) ist auch hier zu 
erkennen, dass die Höhe der Signale an den Positionen P1 und P2 vor allem in 
Mesophyllgewebe etwas geringer ist als in der kodierenden Region (p=0,02; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)).  
Die Ergebnisse der Antikörper gegen methylierte Histone sind in Abbildung 21 dargestellt. 
Grundsätzlich lässt sich auch hier das Modifikationsmuster wieder finden, das die 
jeweiligen Antikörper im Gesamtblatt gezeigt haben (vgl. Abbildung 10). 
MonometH3K4 weist eine relativ gleichmäßige Verteilung über das gesamte PEPC-Gen 
auf, nur an der intergenen Position ist das Signal sehr schwach (Abbildung 21 A). Die 
Position P2 und speziell die Position C2 zeigen einen leichten gewebeabhängigen Effekt, 
die mono-Methylierung an H3K4 ist hier in der Bündelscheide stärker vertreten als im 
Mesophyllgewebe (C2: p=0,06; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
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Abbildung 21: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PEPC-Gen  
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am C4-PEPC-Gen in belichteten Mesophyll- 
und Bündelscheidenzellen. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken 
repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Gezeigt sind Präzipitationen mit Antikörpern gegen 
monometH3K4 (A), dimetH3K4 (B), trimetH3K4 (C) und dimetH3K9 (D). Die präzipitierten und über Real-
Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen der jeweiligen Antikörper auf die Menge an 
präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (Abbildung 20). P1, P2, C1, C2, Int 
kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). MS = Mesophyllzellen, 
BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
In Abbildung 21 B ist die Situation für die Modifikation dimetH3K4 dargestellt. Analog 
zum Gesamtblatt (Abbildung 10) sind auch hier verstärkt Signale im Bereich des 
eigentlichen Gens zu messen, die Positionen P1 und Int zeigen nur eine geringe di-
Methylierung von H3K4. Auch bei der Verteilung des dimetH3K4 ist ein 
gewebespezifischer Unterschied zu erkennen. Analog zur erhöhten mono-Methylierung 
des K4 in der Bündelscheide ist auch die di-Methylierung in der Bündelscheide erhöht. 
Dies trifft für die Position P2 und besonders für die Position C3 zu (p=0,05; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)). Dies entspricht nicht den Erwartungen für diese Modifikation, da 
dimetH3K4 bislang eher mit aktiven Genen in Verbindung gebracht wurde (Kapitel 1.2.3). 
Aktiv ist der Promotor des PEPC-Gens jedoch in Mesophyllzellen.   
au
f H
is
to
n 
H
3 
be
zo
ge
n 
au
f H
is
to
n 
H
3 
be
zo
ge
n 
 belichtete MS belichtete BS 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 74
Ein völlig anderes Verteilungsmuster zeigt sich für den die trimetH3K4-Modifikation auf 
dem C4-PEPC-Gen (Abbildung 21 C). Da die Positionen P1 und Int kaum Signal zeigen, 
ist zwar auch hier die Modifikation vorwiegend in der Genregion selbst messbar, aber die 
weiteren Positionen weisen deutliche Unterschiede zu den Antikörpern gegen 
monometH3K4 und dimetH3K4 auf. Die tri-Methylierung von K4 tritt hier um ein 
Vielfaches stärker in Mesophyllzellen auf als in Bündelscheiden, also reziprok zu 
monometH3K4 und dimetH3K4. Dies zeigt sich an sämtlichen Positionen zwischen P2 und 
C3 (P2: p=0,09; C1: p=0,01; C2: p=0,05; C3: p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Da 
trimetH3K4 laut Literatur mit aktiven Genen korreliert, wäre diese Modifikation im 
Mesophyllgewebe auch erwartet worden.  
Abbildung 21 D zeigt die di-Methylierung des Lysins K9. Wie bereits erwähnt ist die 
Effizienz dieses Antikörpers geringer als bei anderen Antikörpern. Als Hilfe wurde daher 
eine Linie in die Abbildung eingefügt, die die Präzipitate des Kontrollserums 
veranschaulichen soll. Werte, die deutlich über dieser Linie liegen sind nur an den 
Positionen P2, C1 und Int nachweisbar und zeigen kein eindeutiges Verteilungsmuster. An 
P2 ist das Signal des Antikörpers allerdings in Mesophyllzellen leicht erhöht. Ob das ein 
tatsächlicher Unterschied in der Methylierung der Histone ist, oder auf technischen 
Varianzen beruht, kann aufgrund der geringen Höhe der Signale nicht eindeutig bestimmt 
werden.   
 
Für die belichteten Einzelgewebe eines Maisblattes konnte somit festgestellt werden, dass 
in Mesophyllzellen vorwiegend trimetH3K4 nachweisbar ist, in Bündelscheidenzellen 
hingegen eine vermehrte mono- und di-Methylierung von H3K4 auftreten. Verglichen mit 
dem Transkriptionsstatus von PEPC korreliert trimetH3K4 folglich mit Geweben, in denen 
PEPC aktiviert werden kann. 
Da bereits im Kapitel 3.2.2 gezeigt wurde, dass Belichtung nur einen geringen Einfluss auf 
Histonmethylierung hat, sollten folglich auch etiolierte Einzelgewebe bereits dieses Muster 
aufweisen. Die Histonmethylierungen wären somit von der Aktivität des Promotors 
unabhängig und würden ausschließlich auf Gewebespezifität beruhen. Um diese Hypothese 
zu testen, wurde die ChIP-Analyse ebenso mit etiolierten Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen durchgeführt. 
Abbildung 22 zeigt die mit dem Antikörper gegen Histon H3 präzipitierte DNA-Menge. 
Analog zu belichteten Einzelgeweben und dem Gesamtblatt (Kapitel 3.2.2) ist auch hier 
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ein leichter Rückgang der Werte in der Promotorregion zu sehen (MS: p<0,01; BS: p<0,01; 
nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)), eindeutige gewebespezifische Unterschiede gibt es nicht. 
 
 
0,0
2,5
5,0
7,5
10,0
P1 P2 C1 C2 C3 Int  
 
Abbildung 22: Präzipitierte Menge Histon H3 in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PEPC-
Gen  
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) mit einem Antikörper gegen Histon H3 am 
C4-PEPC-Gen in etiolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 
unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die 
präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen 
unmodifiziertes Histon H3 wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. P1, P2, C1, C2, Int 
kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). MS = Mesophyllzellen, 
BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
Die Ergebnisse der ChIP-Analysen mit den Antikörpern gegen methylierte Histone sind in 
Abbildung 23 dargestellt. Grundsätzlich lässt sich auch hier das Modifikationsmuster 
wieder finden, das die jeweiligen Antikörper in belichteten Einzelgeweben gezeigt haben 
(vgl. Abbildung 21). 
Auch hier weist monometH3K4 eine relativ gleichmäßige Verteilung über das gesamte 
PEPC-Gen auf. Im Gegensatz zu den belichteten Einzelgeweben lässt sich eine 
gewebespezifische Erhöhung des monometH3K4-Wertes in Bündelscheidenzellen von 
etiolierten Pflanzen aber nur für die Position C2 nachweisen (p=0,01; nach t-Test (Kapitel 
2.2.12.4)). Zudem verhält sich die mono-Methylierung an der Position C3 reziprok, hier ist 
das Signal in Mesophyllzellen stärker vertreten (p=0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)).  
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Abbildung 23: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PEPC-Gen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am C4-PEPC-Gen in etiolierten Mesophyll- 
und Bündelscheidenzellen. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken 
repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Gezeigt sind Präzipitationen mit Antikörpern gegen 
monometH3K4 (A), dimetH3K4 (B), trimetH3K4 (C) und dimetH3K9 (D). Die präzipitierten und über Real-
Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen der jeweiligen Antikörper auf die Menge an 
präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (Abbildung 22). P1, P2, C1, C2, Int 
kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das C4-PEPC-Gen (Kapitel 2.1.12). MS = Mesophyllzellen, 
BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
In Abbildung 23 B ist die Situation für die Modifikation dimetH3K4 dargestellt. Analog 
zum Gesamtblatt und belichteten Einzelgeweben (vgl. Abbildung 21) sind auch hier 
verstärkt Signale im Bereich des eigentlichen Gens zu messen, die Positionen P1 und Int 
zeigen nur eine geringe di-Methylierung von H3K4. Auch hier ist an C3 ein 
gewebespezifischer Unterschied zu erkennen, die di-Methylierung in der Bündelscheide ist 
erhöht gegenüber dem Mesophyllgewebe (p=0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Verglichen mit belichteten Pflanzen weist diese Position zudem in beiden etiolierten 
Geweben deutlich höhere Werte auf. Der für belichtete Pflanzen festgestellte, 
gewebespezifische Unterschied an der Position P2 ist hier nicht nachweisbar.  
Das Verteilungsmuster der trimetH3K4-Modifikation in etiolierten Geweben ist identisch 
mit dem bei belichteten Pflanzen. Es tritt dasselbe gewebespezifische Muster auf, da auch 
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bei etiolierten Mesophyllzellen die tri-Methylierung von H3K4 stark erhöht ist gegenüber 
Bündelscheidenzellen (P2: p<0,01; C1: p=0,02; C2: p=0,04; C3: p=0,08; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)). Da trimetH3K4 laut Literatur mit aktiven Genen korreliert, wäre diese 
Modifikation eigentlich nur in grünem Mesophyllgewebe zu erwarten gewesen, nicht in 
etioliertem. Die durchgeführte ChIP-Analyse weist die Modifikation allerdings in beiden 
Zuständen nach. Folglich steht die tri-Methylierung von H3K4 hier nicht mit der 
Promotoraktivität in Verbindung, sondern sie ist nur im Mesophyll zu finden, also in dem 
Gewebe, in dem der PEPC-Promotor aktiviert werden kann. 
Abbildung 23 D zeigt die di-Methylierung des Lysins K9. Im Gegensatz zu den belichteten 
Einzelgeweben ist hier nur die Modifikation an der Position Int sicher messbar. Ein 
gewebeabhängiger Unterschied ist nicht zu erkennen.  
 
Es kann also auch für etiolierte Einzelgewebe festgehalten werden, dass Unterschiede in 
den Histonmodifikationen vorhanden sind. Analog zu belichteten Geweben ist auch hier 
die trimetH3K4-Modifikation in den Mesophyllzellen stärker vertreten als in 
Bündelscheidenzellen. Die reziproke Zunahme der mono- und di-Methylierung in 
Bündelscheidenzellen lässt sich allerdings nicht in dem Ausmaße wieder finden. Zudem 
zeigen belichtete Gewebe an einzelnen Positionen Unterschiede, die in etiolierten 
Geweben nicht nachgewiesen werden konnten. Die Belichtung scheint also zusätzlich zur 
Gewebespezifität einen Einfluss auf die Histonmethylierungen zu haben.  
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der ChIP-Analyse in Gesamtblättern zwar 
nur geringe lichtabhängige Unterschiede in der Methylierung der Histone des PEPC-Gens 
auftreten, es aber Hinweise auf eine gewebespezifische Regulation der Methylierung gibt.  
Eine ChIP-Analyse der Wurzel gab Anhaltspunkte, dass hier nur dimetH3K9 und 
monometH3K4 auftreten. Auch Mesophyll- und Bündelscheidenzellen unterscheiden sich 
in ihren Histonmodifikationen. In Mesophyllzellen ist vorwiegend trimetH3K4 präsent, 
mono- und di-Methylierung von K4 hingegen treten vermehrt in Bündelscheidenzellen auf. 
Verglichen mit dem Transkriptionsstatus von PEPC korreliert trimetH3K4 folglich mit 
Geweben, in denen PEPC aktiviert werden kann. Eine direkte Aktivität des Promotors ist 
für diese Modifikation aber nicht notwendig.     
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3.3 Gewebeabhängige Histonmethylierung am Gen für des C4-ME 
Die bisherigen Daten zur Methylierung der Histone am C4-PEPC-Gen zeigten neben 
einzelnen lichtabhängigen Unterschieden vor allem ein gewebespezifisches 
Methylierungsmuster (Kapitel 3.2.2 und 3.2.3). Um festzustellen ob sich dieses 
gewebespezifische Muster der Histonmethylierung auch auf andere Gene übertragen lässt, 
wurden Untersuchungen am Gen des C4-Malatenzyms durchgeführt. Auch dieses Gen wird 
durch Licht induziert (Daten nicht gezeigt), jedoch zeigt das C4-ME-Gen verglichen mit 
dem C4-PEPC-Gen ein reziprokes Expressionsmuster bezüglich der Gewebespezifität. Das 
Gen wird in Bündelscheidenzellen exprimiert, in Mesophyllzellen hingegen findet zwar 
eine Transkription, aber keine Akkumulation der mRNA statt. In Wurzelgewebe ist der 
Promotor inaktiv. Von großem Interesse war daher, ob bei diesem Gen einerseits Licht 
einen Einfluss auf die Histonmethylierung hat und andererseits die Histonmodifikationen 
ebenfalls der gewebespezifischen Expression folgen und sich entgegengesetzt zu denen am 
C4-PEPC-Gen verhalten. 
 
3.3.1 Histonmethylierung am Gen des C4-Malatenzyms in Gesamtblatt 
und Wurzel  
Die Darstellung der Ergebnisse der ChIP-Analyse für das Gen des C4-Malatenzyms 
erfolgte analog zu denen des C4-PEPC-Gens. Zunächst wurde mit einem Antikörper die 
Menge an präzipitierbarem Histon H3 für die Positionen am C4-ME-Gen bestimmt 
(Abbildung 24 B). Die Werte der ChIP-Analysen der weiteren Antikörper wurde auf 
diesen Wert bezogen (Abbildung 24 C-F). Es wurden 3 Positionen auf dem Gen gemessen 
und in Abbildung 24 A dargestellt: ME prom ist eine Promotorposition nahe dem 
Transkriptionsstart, ME C3 liegt in der kodierenden Region und entspricht in etwa der 
Position C3 auf dem C4-PEPC-Gen und ME cds ist eine weitere Position in der 
kodierenden Region, die nahe dem Stopcodon liegt und auch zur Bestimmung des 
Transkriptionsstatus des Gens dient (Kapitel 2.1.12). Aufgrund der hohen Ähnlichkeit der 
verschiedenen DNA-Sequenzen der ME-Isoformen und dadurch, dass 
Sequenzinformationen aus Intronbereichen dieser Isoformen bislang nicht bekannt sind, 
kann leider nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass die Oligonukleotide des ME 
prom und ME C3-PCR-Systems auch die anderen Isoformen des ME-Gens amplifizieren. 
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse der ChIP- und Transkriptionsanalysen (Kapitel 4.1 und 
4.3) erscheint dies jedoch unwahrscheinlich. 
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Abbildung 24: Histonmethylierung des C4-ME-Gens in Laubblatt und Wurzel 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am Gen des Malatenzyms in etioliertem und 
belichtetem Laubblatt sowie in Wurzel. A zeigt die Lage der dabei verwendeten PCR-Systeme (hier als 
weiße Balken dargestellt). Auf die Kennzeichnung der Exonbereiche wurde hier aufgrund der hohen Anzahl 
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der Exons verzichtet. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen 
für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (B) wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials 
bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern gegen monometH3K4 (C), dimetH3K4 (D), 
trimetH3K4 (E) und dimetH3K9 (F) wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der 
entsprechenden Position bezogen (B). Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten, diese sind 
identisch mit den Proben mit denen der Methylierungsgrad des C4-PEPC-Gens bestimmt wurde. Senkrechte 
Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. TSS = Transkriptionsstart, polyA = 
Polyadenylierungsstelle. ME prom, ME C3 und ME cds kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das 
Gen des Malatenzyms (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Bei der in Abbildung 24 B dargestellten Menge an präzipitierbarem Histon H3 an den 
genannten Positionen des C4-ME-Gens fällt zunächst der hohe Wert in der Wurzel auf. 
Dieser ist allerdings, wie bereits bei PEPC besprochen, technisch begründet (Kapitel 
3.2.3.1). Beim Vergleich von etiolierten und belichteten Gesamtblättern zeigt sich nur eine 
schwache und nach dem verwendeten Testverfahren nicht signifikante Differenz zwischen 
Promotor und kodierender Region. Am Promotor ist die Nukleosomendichte etwas 
geringer. Auch die belichteten Proben weisen, im Vergleich mit etiolierten Proben, nur 
eine etwas geringere und nicht signifikante Nukleosomendichte auf.  
Die ChIP-Ergebnisse der Antikörper gegen die Einzelmodifikationen des Lysins K4 sind in 
Abbildung 24 C-E dargestellt. Bei allen in der ChIP-Analyse verwendeten Antikörpern und 
gemessenen PCR-Positionen sind die Werte in belichteten Laubblättern etwas höher als in 
etiolierten Proben. Am stärksten ausgeprägt ist dieser lichtabhängige Unterschied an der 
Position ME C3. Positionsabhängige Unterschiede sind nur für die mono-Methylierung des 
K4 zu erkennen, an der Position ME prom sind die Werte niedriger als an den übrigen 
Positionen (etioliert: p<0,01; belichtet: p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Die 
gesamten Wurzelwerte liegen weit unter den Signalen der Laubblätter. Ein Rückgang der 
di- oder tri-Methylierung der Histone analog zu der Situation am C4-PEPC-Gen ist hier 
nicht zu erkennen. Durch die Verwendung alternativer Standardisierungsmethoden analog 
der Analyse des C4-PEPC-Gens wird diese Aussage bestätigt (Daten nicht gezeigt). 
Die ermittelten Ergebnisse des Antikörpers gegen die Modifikation dimetH3K9 sind in 
Abbildung 24 F gezeigt. Zum Vergleich ist auch hier die in der ChIP-Analyse mit dem 
Kontrollserum präzipitierte DNA-Menge eingezeichnet. Die Werte der dimetH3K9-
Modifikation liegen insgesamt unter den bei PEPC oder Copia gemessenen Mengen (vgl. 
Abbildung 12), diese Modifikation ist am C4-ME-Gen also nicht vorhanden und lässt auch 
keine Aussage über eine eventuelle Lichtabhängigkeit oder Gewebespezifität zu. 
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3.3.2 Histonmethylierung am Gen des C4-Malatenzyms in Mesophyll- 
und Bündelscheidenzellen 
Durch das im Vergleich zu C4-PEPC reziproke Expressionsmuster des C4-ME ist die 
Histonmethylierung in isolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen besonders 
interessant. Auch hier wird zunächst die Menge an präzipitierbarem Histon H3 untersucht. 
Das Ergebnis sowohl für etiolierte als auch für belichtete Einzelgewebe ist in den 
Abbildung 25 A und B dargestellt. Auffällig ist, dass Mesophyllzellen, also das Gewebe in 
dem C4-ME nicht exprimiert wird, höhere Werte aufweisen als Bündelscheidenzellen. Dies 
gilt sowohl für etiolierte als auch für belichtete Proben, ist aber bei den belichteten 
Pflanzen ausgeprägter (etioliert: p<0,01; belichtet: p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Anders als bei PEPC ist hier also ein Unterschied in der präzipitierbaren Menge an Histon 
H3 in den Einzelgeweben zu erkennen, in den Mesophyllzellen ist dieser Wert höher. Dies 
wirkt sich bei der Standardisierung auf diese Werte auch auf die weiteren Datenanalysen 
aus.  
Die Abbildung 25 C und D zeigen das Ergebnis einer ChIP-Analyse für den Antikörper 
gegen monometH3K4. Diese Modifikation zeigt deutliche positionsabhängige Effekte. Die 
Werte an der Promotorposition sind deutlich geringer als bei PCR-Systemen, durch die 
Bereiche innerhalb des Gens amplifiziert werden (p zwischen <0,01 und 0,04; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)). Zudem ist an der Promotorposition ein gewebeabhängiger Unterschied 
der Modifikation zu erkennen, in Mesophyllzellen ist monometH3K4 stärker vertreten als 
in Bündelscheiden. Dieser Unterschied tritt jedoch nur bei belichteten Pflanzen auf 
(p=0,04; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Der Vergleich von etiolierten und belichteten 
Proben zeigt, dass diese Werte konsistent mit den Daten des Gesamtblattes sind. Das 
gleiche Muster lässt sich auch bei etiolierten und belichteten Gesamtblättern nachweisen, 
was die Daten der Einzelgewebe zusätzlich absichert (Abbildung 24). 
Die Präzipitation mit dem Antikörper gegen dimetH3K4 zeigt ein anderes 
Verteilungsmuster dieser Histonmodifikation (Abbildung 25 E und F). Hier ist ein klarer 
Unterschied der Werte von etiolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen zu sehen, in 
Mesophyllzellen ist das Signal deutlich höher als in Bündelscheiden und nimmt zum Ende 
des Gens hin zu (ME prom: p=0,02; ME C3: p=0,01; ME cds: p=0,01; nach t-Test (Kapitel 
2.2.12.4)). An der Position ME prom ist dieser Effekt schwach auch bei belichteten 
Geweben vorhanden, die übrigen Positionen zeigen allerdings keinen Unterschied 
zwischen den belichteten Einzelgeweben. 
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Abbildung 25: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-Malatenzym  
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am Gen des Malatenzyms in etiolierten und 
belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen 
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Experimenten, diese sind identisch mit den Proben in denen der Methylierungsgrad des C4-PEPC-Gens 
bestimmt wurde. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. Die präzipitierten und über 
Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon 
H3 (A, B) wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den 
Antikörpern gegen monometH3K4 (C, D), dimetH3K4 (E, F), trimetH3K4 (G, H) und dimetH3K9 (I, J) 
wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 (A, B) an der entsprechenden Position bezogen. ME 
prom, ME C3 und ME cds kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für das Gen des Malatenzyms  
(Kapitel 2.1.12). MS = Mesophyllzellen, BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
Das Ergebnis der Präzipitation mit dem Antikörper gegen trimetH3K4 zeigt ein sehr 
differenziertes Bild (Abbildung 25 G und H). Am auffälligsten ist eine deutlich höhere tri-
Methylierung in der Bündelscheide im Vergleich zum Mesophyll. An den Positionen ME 
prom und ME C3 trifft diese Beobachtung für beide Belichtungszustände zu (etioliert: ME 
prom p=0,04; ME C3 p=0,21; belichtet: ME prom p=0,01; ME C3 p=0,03; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)), an der Position ME cds nur für belichtete Pflanzen (p=0,01; nach t-Test 
(Kapitel 2.2.12.4)). An den Positionen ME C3 und ME cds ist zudem eine Lichtinduktion 
der tri-Methylierung in Bündelscheidenzellen, nicht aber in Mesophyllzellen zu erkennen. 
Der Gewebeabhängige Unterschied wird hier also durch Belichtung verstärkt. 
Die Abbildung 25 I und J zeigen die Ergebnisse der ChIP-Analyse für dimetH3K9. Diese 
Modifikation tritt hier jedoch nur in sehr geringem Maße auf den Histonen an der Position 
ME C3 auf, sonst liegen die Werte in der Höhe des Kontrollserums und sind somit an 
diesem Gen nicht nachweisbar.  
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass am Gen des C4-ME ebenfalls lichtinduzierte 
Veränderungen der Histonmethylierung nachgewiesen werden konnten. Weitaus größere 
Unterschiede wurden allerdings bei der Betrachtung der Einzelgewebe festgestellt. So sind 
Bündelscheidenzellen aus belichteten Blättern eindeutig durch eine tri-Methylierung der 
Histone gekennzeichnet. Diese tri-Methylierung ist auch in Bündelscheiden aus etiolierten 
Blättern vorhanden, wird aber durch Licht verstärkt. Eine, zum C4-PEPC-Gen reziproke, 
Markierung der Histone im Mesophyllgewebe durch mono- und di-Methylierung lässt sich 
teilweise auch am C4-ME-Gen bestätigen. Eine di-Methylierung der Histone im 
Mesophyllgewebe konnte allerdings nur bei etiolierten Pflanzen nachwiesen werden, 
belichtete Einzelgewebe zeigten keinen Unterschied. Auch eine Differenz in der mono-
Methylierung konnte nur an der Promotorposition von belichteten Pflanzen gezeigt 
werden. Zum Teil sind diese Ergebnisse überraschend, da das C4-ME-Gen zunächst in 
beiden Geweben transkribiert wird und anschließend die mRNA im Mesophyllgewebe 
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abgebaut wird (Kapitel 1.1.3.2). Dass die Unterschiede dennoch vorhanden sind, stützt die 
Annahme, dass diese Effekte transkriptionsunabhängig sind und alleine auf gewebe-
spezifischen Veränderungen beruhen.  
 
3.4 Histonmodifikationen als Gewebemarker – Vergleich von PEPC und 
ME 
Durch das differentielle, zueinander reziproke Expressionsmuster des C4-PEPC- und C4-
ME-Gens in Mesophyll- und Bündelscheidengewebe können Unterschiede der 
Histonmethylierung verifiziert werden. Für das C4-PEPC-Gen konnte eine tri-
Methylierung der Histone in Mesophyllgewebe und eine mono-, bzw. di-Methylierung in 
Bündelscheidenzellen nachgewiesen werden. Das C4-ME-Gen zeigte ein reziprokes Muster 
mit einer tri-Methylierung in Bündelscheidenzellen und mono-, bzw. di-Methylierung in 
Mesophyllgewebe. Über diese entgegengesetzten Methylierungsmuster in Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen, sind die gemessenen Unterschiede direkt auf eine Gewebespezifität 
zurückführbar. Technische Probleme, Varianzen in der Präparation der Gewebe oder 
Unterschiede in der Effizienz der Antikörper in den Chromatinpräparationen der 
Einzelgewebe können so ausgeschlossen werden.  
 
Abbildung 26 verdeutlicht dieses anhand der Position C3 auf dem PEPC- und ME-Gen. 
Dargestellt sind die Ergebnisse der ChIP-Analysen mit den Antikörpern gegen tri- und 
dimetH3K4 in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen aus belichteten Pflanzen. Beim 
Vergleich des tri- zu dimetH3K4-Verhältnisses in den Geweben fällt auf, dass die 
trimetH3K4-Modifikation jeweils in dem Gewebe gegenüber dimetH3K4 überwiegt, in 
dem das Gen aktiv ist oder durch Licht aktiviert werden kann. Bezüglich der C4-Isoform 
von PEPC ist das Mesophyllgewebe (p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)), für C4-ME 
überwiegt trimetH3K4 in Bündelscheidengewebe (p=0,06; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Im Gegensatz dazu ist eine di-Methylierung des H3K4 an Histonen in solchen Geweben 
stärker, in denen die Gene nicht exprimiert werden. Bezüglich des PEPC-Gens ist sie 
folglich in den Bündelscheiden zu finden (p=0,05; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)), das ME-
Gen hingegen zeigt die stärkere di-Methylierung der Histone im Mesophyllgewebe 
(p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)).  
 
 
                                                                                                                                                                ERGEBNISSE 
 85
                        Mesophyllzellen      Bündelscheidenzellen 
     
      A                  B 
     
0,00
0,10
0,20
0,30
trimetH3K4 dimetH3K4
         
0,00
0,05
0,10
0,15
trimetH3K4 dimetH3K4
 
      C                   D 
     
0,00
0,05
0,10
0,15
trimetH3K4 dimetH3K4
         
0,00
0,25
0,50
0,75
trimetH3K4 dimetH3K4
 
 
Abbildung 26: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PEPC- und C4-
ME-Gen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) an der Position C3 des PEPC- und des ME-
Gens (A und B, bzw. C und D) in belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen (A und C, bzw. B und 
D). Jeder Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten. Senkrechte Balken repräsentieren die 
jeweiligen Standardfehler. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten 
Mengen wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (vgl. 
Abbildung 20 und Abbildung 25). C3 und ME C3 kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme für PEPC, 
bzw. ME (Kapitel 2.1.12).  
 
 
Es findet also ein Wechsel zwischen der Histonmethylierung je nach Gewebe statt, wobei 
trimetH3K4 mit dem Gewebe korreliert, in dem das jeweilige Gen exprimiert wird, 
dimetH3K4 hingegen mit dem Gewebe, in dem keine Expression stattfindet. Dieser Effekt 
ist bereits in etiolierten Pflanzen vorhanden und daher nicht notwendigerweise an die 
Promotoraktivität des Gens gekoppelt, wird zum Teil aber durch Belichtung, bzw. 
Promotoraktivität gefördert (Kapitel 3.3.2). 
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3.5 Histonmethylierung an weiteren Genen, die Enzyme des C4-
Stoffwechsels codieren 
Nach dem Befund, dass die untersuchten Histonmodifikationen mit der gewebespezfischen 
Aktivierbarkeit von PEPC und ME korrelieren, wurde im Folgenden untersucht, ob das 
gefundene Muster der Histonmethylierung allgemeine Gültigkeit bei der 
gewebespezifischen Genregulation haben könnte. Dazu wurden zwei weitere Gene 
untersucht, die beide differentiell exprimiert werden. Ein Gen der kleinen Untereinheit der 
RubisCO (rbcS2) wird in etioliertem Mesophyll und auch in etiolierten Bündelscheiden 
exprimiert. Bei Belichtung allerdings wird das Gen in Mesophyllzellen reprimiert, in 
Bündelscheidenzellen dagegen wird die Transkription erhöht. Die Gewebespezifität 
bezieht sich hier also nur auf belichtetes Gewebe und demzufolge würde auch ein 
gewebeabhängiger Unterschied nur in belichtetem Gewebe erwartet werden. Die 
Lichtinduktion des Gens konnte über die Messung der mRNA-Akkumulation in etiolierten 
und belichteten Blättern verifiziert werden und entsprach ungefähr der Induktionsrate des 
C4-PEPC-Gens (Daten nicht gezeigt). Das Gen für die C4-Isoform der PPDK wird nur in 
Mesophyllzellen exprimiert, in Bündelscheidenzellen ist der Promotor inaktiv (Kapitel 
1.1.3.3). Auch das C4-PPDK-Gen unterliegt einer lichtabhängigen Regulation, d.h. die 
Transkriptionsrate wird bei Belichtung stark erhöht (Ina Horst, RWTH Aachen, 
persönliche Mitteilung). Auch für diese beiden Gene wurden PCR-Systeme in der 
Promotor- und kodierenden Region entwickelt und ChIP-Analysen durchgeführt. 
 
3.5.1 Histonmethylierung der kleinen Untereinheit der RubisCO 
Die ChIP-Analyse der Histonmethylierung am RbcS2-Gen der RubisCO ist in Abbildung 
28 dargestellt. Auf dem Gen wurden 2 Positionen gemessen (Abbildung 27), eine in der 
Promotorregion, die andere in der kodierenden Region des Gens (Kapitel 2.1.12). Die 
Bestimmung der präzipitierbaren Menge an Histon H3 (Abbildung 28 A und B) zeigt einen 
nur leicht höheren Wert in Mesophyllzellen gegenüber Bündelscheidenzellen. Etiolierte 
und belichtete Proben unterscheiden sich dabei kaum.   
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Abbildung 27: Lage der verwendeten PCR-Systeme für das RbcS2-Gen 
Die Abbildung zeigt die Lage der verwendeten PCR-Systeme,  dargestellt durch weiße Balken. TSS = 
Transkriptionsstart, Stop = Stopcodon. Rub prom und Rub cds kennzeichnen die verwendeten PCR-Systeme 
für das Gen der RbcS2 (Kapitel 2.1.12). 
 
 
Abbildung 28 C, D, E und F zeigen die Ergebnisse der ChIP-Analysen für monometH3K4 
und dimetH3K4. Die gemessenen Signale mit dem Antikörper gegen monometH3K4 sind, 
verglichen mit PEPC oder ME (Abbildung 21, Abbildung 23 und Abbildung 25), auf 
einem viel niedrigeren Gesamtniveau, das Gen der RubisCO weist deutlich weniger 
monometH3K4 an den PCR-Positionen auf als PEPC und ME. Einzig an der Position Rub 
cds ist ein Unterschied bei etiolierten Geweben messbar, die Histone im Mesophyllgewebe 
zeigen hier ein stärkeres Signal (p<0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Diese 
Beobachtung kann auch für dimetH3K4 an dieser Position gemacht werden (p=0,03; nach 
t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). An der Promotorposition jedoch ist das Verhältnis umgekehrt, 
hier ist das Signal des Antikörpers gegen dimetH3K4 in der Bündelscheide leicht erhöht. 
Zudem kann für dimetH3K4 an Rub prom eine leichte Erhöhung des Signals in etiolierten 
Geweben gegenüber belichteten Proben festgestellt werden. 
Die ChIP-Analyse mit dem Antikörper gegen trimetH3K4 ist in den Abbildung 28 G und 
H dargestellt. Auch hier zeigen sich keine großen Unterschiede an der Rub prom-Position. 
Dies ist konsistent mit Analysen bei etiolierten und belichteten Gesamtblättern (Daten 
nicht gezeigt). Mit dem PCR-System in der kodierenden Region können allerdings 
Unterschiede in der Verteilung der modifizierten Histone gemessen werden. In 
Bündelscheiden ist der Wert für trimetH3K4 erhöht. Dies trifft in gewissem Maße für 
etioliertes und verstärkt für belichtetes Pflanzenmaterial zu (etioliert: p=0,11; belichtet: 
p=0,01; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Auch auf dem Gen der RubisCO ist die Modifikation dimetH3K9 nahezu nicht 
nachweisbar (Abbildung 28 I und J). Keiner der gemessenen Werte überschreitet 
signifikant den Wert des Kontrollserums. 
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Abbildung 28: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am RbcS2-Gen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am Gen der RubisCO in etiolierten und 
belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Die präzipitierten und über Real-Time-PCR (Kapitel 
2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (A, B) wurden auf die 
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DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern gegen 
monometH3K4 (C, D), dimetH3K4 (E, F), trimetH3K4 (G, H) und dimetH3K9 (I, J) wurden auf die Menge 
an präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (A, B). Jeder Datenpunkt beruht auf 3 
unabhängigen Experimenten, diese sind identisch mit den Proben in denen der Methylierungsgrad des C4-
PEPC-Gens bestimmt wurde. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen Standardfehler. MS = 
Mesophyllzellen, BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
Zusammenfassend kann für das Gen der kleinen Untereinheit der RubisCO festgehalten 
werden, dass hier das für das C4-PEPC- oder das C4-ME-Gen festgestellte Muster der 
Histonmodifikationen zumindest an der Promotorposition nicht in der gleichen Form 
wieder zu finden ist. Die Position in der codierenden Region zeigt zwar einen 
gewebespezifischen Effekt bezüglich der di- und tri-Methylierung, auch hier korreliert eine 
tri-Methylierung mit dem Gewebe, in dem das Gen durch Licht aktiviert werden kann, 
jedoch ist dieser wesentlich geringer als bei PEPC oder ME.  
 
3.5.2 Histonmethylierung am C4-PPDK-Gen 
Das Expressionsmuster von C4-PPDK ist reziprok zur der im vorherigen Kapitel 
untersuchten RubisCO-Untereinheit. PPDK wird ausschließlich in belichteten 
Mesophyllzellen exprimiert und entspricht somit eher dem Transkriptionsmuster der C4-
PEPC. Das Gen der PPDK ist in Abbildung 29 dargestellt und weist eine besondere 
Struktur auf: Die C4-Isoform enthält die gesamte Sequenz der C3-Isoform. Lediglich eine 
kurze zusätzliche Sequenz am 5`-Ende unterscheidet das C4-Gen von dem C3-Gen. Der 
Promotor der C3-Form befindet sich zudem in einem Intron des C4-Gens (vgl. Kapitel 
1.1.3.3).  
PPDK prom PPDK cds
TSS C4                    TSS C3        Stop
bp
Struktur des Gens
PCR-Systeme
0 bp                         5000 bp                    10000 bp 15000 bp 
 
 
Abbildung 29: Lage der verwendeten PCR-Systeme des C4-PPDK-Gens 
Die Abbildung zeigt die Lage der verwendeten PCR-Systeme,  dargestellt durch weiße Balken. TSS = 
Transkriptionsstart, Stop = Stopcodon. PPDK C4 prom und PPDK C4 cds kennzeichnen die verwendeten 
PCR-Systeme für das Gen der C4-PPDK (Kapitel 2.1.12). 
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Zur Analyse der Histonmethylierung der C4-Isoform wurden eine Position im 
Promotorbereich des Gens, sowie eine weitere in einem, ausschließlich für die C4-Isoform 
transkribierten, Bereich gewählt (Kapitel 2.1.12). 
 
Abbildung 30 A und B zeigen die mit dem Antikörper gegen Histon H3 präzipitierten 
Mengen an den jeweiligen Positionen. Ähnlich wie bei ME und RubisCO ist auch hier ein 
höherer Wert an präzipitierbarem H3 in Mesophyllzellen zu finden. Dies trifft sowohl für 
etiolierte als auch belichtete Gewebe und für beide Genpositionen zu (etioliert: PPDK 
prom p=0,03; PPDK cds p<0,01; belichtet: PPDK prom p=0,05; PPDK cds p=0,15; nach t-
Test (Kapitel 2.2.12.4)). Zudem fällt auf, dass die Werte der Promotorposition in ihrer 
Gesamtheit unter denen der Position in der kodierenden Region liegen (etioliert: MS 
p<0,01; BS p<0,01; belichtet: MS p=0,03; BS p=0,02; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). 
Analog zum C4-PEPC-Gen ist im Promotor die Menge an präzipitierbarem Histon H3 
folglich geringer. 
Die Ergebnisse der ChIP-Analyse für den Antikörper gegen monometH3K4 sind in 
Abbildung 30 C und D dargestellt. Werden zunächst die etiolierten Einzelgewebe 
betrachtet, so zeigen diese an der Promotorposition keinen gewebeabhängigen 
Unterschied. In der kodierenden Region hingegen ist der Wert des monometH3K4 in 
Bündelscheiden deutlich höher als im Mesophyllgewebe (p<0,01; nach t-Test (Kapitel 
2.2.12.4)). Die belichteten Einzelgewebe zeigen diesen Effekt an beiden Positionen im Gen 
(PPDK prom: p=0,03; PPDK cds: p=0,02; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Offensichtlich 
korreliert die Zunahme der mono-Methylierung an der Promotorposition mit Belichtung. 
Die Abbildung 30 E und F zeigen die Signale des Antikörpers gegen dimetH3K4. Auffällig 
ist zunächst, dass sämtliche Werte in der kodierenden Region kaum noch messbar sind, das 
Gen ist an dieser Stelle nicht di-methyliert an H3K4. In der Promotorregion ist sowohl für 
etioliertes als auch belichtetes Gewebe eine höhere di-Methylierung in der Bündelscheide 
bestimmbar, die nach dem verwendeten Signifikanztest allerdings nicht mehr signifikant 
ist (etioliert: p=0,2; belichtet: p=0,1; nach t-Test (Kapitel 2.2.12.4)). Der 
Belichtungszustand hat hier keine Auswirkungen.  
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Abbildung 30: Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen am C4-PPDK-Gen 
Dargestellt ist das Ergebnis der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) am Gen der C4-Isoform der PPDK in 
etiolierten und belichteten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Die präzipitierten und über Real-Time-
PCR (Kapitel 2.2.7.3) quantifizierten Mengen für den Antikörper gegen unmodifiziertes Histon H3 (A, B) 
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wurden auf die DNA-Menge des Ausgangsmaterials bezogen. Die präzipitierten Mengen mit den 
Antikörpern gegen monometH3K4 (C, D), dimetH3K4 (E, F), trimetH3K4 (G, H) und dimetH3K9 (I, J) 
wurden auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 an der entsprechenden Position bezogen (A, B). Jeder 
Datenpunkt beruht auf 3 unabhängigen Experimenten, diese sind identisch mit den Proben in denen der 
Methylierungsgrad des C4-PEPC-Gens bestimmt wurde. Senkrechte Balken repräsentieren die jeweiligen 
Standardfehler. MS = Mesophyllzellen, BS = Bündelscheidenzellen. 
 
 
Die in den Abbildung 30 G und H dargestellte tri-Methylierung von K4 zeigt ein Bild, das 
von den Mustern des trimetH3K4 der bisher vorgestellten Gene abweicht. Hier ist an 
keiner Position und weder bei etiolierten noch bei belichteten Geweben ein signifikanter 
Unterschied feststellbar. In der Signalhöhe entsprechen diese ungefähr dem Niveau der 
anderen Gene und sind somit deutlich über der Höhe der unspezifischen Reaktionen des 
Kontrollserums. Folglich ist für das Gen der C4-PPDK der Grad der tri-Methylierung an 
den gemessenen Positionen und in den einzelnen Geweben ähnlich. 
Auch auf dem Gen der C4-PPDK ist die Modifikation dimetH3K9 nahezu nicht 
nachweisbar (Abbildung 30 I und J). Lediglich der Wert an der Position PPDK C4 prom 
überschreitet den Wert des Kontrollserums. 
 
Zusammenfassend kann für das Gen der C4-PPDK festgehalten werden, dass sich auch  
hier das auf PEPC oder ME gefundene Muster nicht in der Form wieder finden lässt. Zwar 
lässt sich ansatzweise eine Zunahme von mono- und dimetH3K4 in nicht-
transkriptionsaktiven Geweben feststellen, jedoch korreliert die tri-Methylierung von K4 
hier nicht mit dem Gewebe, in dem das Gen aktiviert werden kann. 
 
Das auf PEPC und ME gefundene Muster der Korrelation von trimetH3K4 mit „On“-
Geweben und mono-, bzw. dimetH3K4, mit „Off“-Geweben, konnte also für RubisCO und 
PPDK generell nicht bestätigt werden. Zwar korreliert auch bei RubisCO eine Zunahme 
der tri-Methylierung von K4 mit dem aktiven Gewebe, jedoch fallen die Unterschiede 
geringer aus. Zudem ist ein Wechsel des trimetH3K4 zum di- oder monometH3K4 nicht 
eindeutig zu erkennen. Das Gen der PPDK zeigt zwar eine Zunahme von mono- und 
dimetH3K4 in „Off“-Geweben, jedoch keine Veränderung der tri-Methylierung. Folglich 
findet eine generelle Regulation der differentiellen Expression über den Wechsel von 
mono-, bzw. dimetH3K4 zu trimetH3K4 nicht statt.  
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3.6 DNA-Methylierung 
Neben der Modifikation von Histonen ist DNA-Methylierung an Positionen im Promotor- 
oder im kodierenden Bereich eines Genes ein zweiter epigenetischer Mechanismus zur 
Regulation der Transkription und steht oft in Verbindung mit Genaktivität (Kapitel 1.2.6).  
Um die Korrelation zwischen DNA-Methylierung und Transkriptionsaktivität im Falle des 
C4-PEPC-Gens zu untersuchen, wurde das bereits aus der ChIP-Analyse (Kapitel 2.2.11) 
vorhandene Chromatin aufgereinigt, mit methylierungssensitiven und unsensitiven 
Restriktionsenzymen geschnitten (Kapitel 2.2.6) und der Erfolg der Restriktionsspaltung 
über Real-Time-PCR quantifiziert (Kapitel 2.2.7.3). Eine methylierte DNA-Sequenz sollte 
bei der Restriktionsspaltung mit einem methylierungssensitiven Enzym nicht geschnitten 
werden und daher ein deutliches Signal in der PCR-Reaktion zeigen. Eine unmethylierte 
Sequenz hingegen wird gespalten und kann somit über PCR nicht mehr amplifiziert 
werden.  
Zur Untersuchung wurden die bereits bestehenden PCR-Systeme der ChIP-Analyse für C4-
PEPC, C4-ME und C4-PPDK verwendet (Kapitel 2.1.12). 
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Abbildung 31: DNA-Methylierung der Position P2 des C4-PEPC-Gens 
Dargestellt ist das Ergebnis einer Real-Time-PCR (Kapitel 2.2.7.3) an der Position P2 des C4-PEPC-Gens 
(Kapitel 2.1.12). Die Analyse wurde mit Chromatin aus Wurzel- und Blattgewebe durchgeführt, welches 
zuvor mit den angegebenen methylierungssensitiven Enzymen, bzw. ohne Enzym geschnitten wurde. Der 
Bezug erfolgte auf die jeweilige Menge des Ausgangsmaterials (=ohne Enzym). Die Restriktionsspaltung 
wurde für jedes Enzym einmal durchgeführt. 
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In Abbildung 31 ist beispielhaft eine Analyse der DNA-Methylierung an der Position P2 
des C4-PEPC-Gens für Wurzel- und grünes Blattgewebe dargestellt, also einem Gewebe, in 
dem das Gen gar nicht exprimiert wird und einem Gewebe mit starker C4-PEPC-
Expression. Zur vereinfachten Darstellung wurde die Signalstärke der Proben auf die 
Menge der ungeschnittenen Probe bezogen. An der Position P2 des PEPC-Gens besitzen 
die Enzyme HpaII und MspI jeweils eine mögliche Schnittstelle. Schneiden die Enzyme 
die DNA zwischen den Primerbindungsstellen, ist eine Amplifikation während der PCR 
nicht mehr möglich. Die Restriktionsspaltung kann so überprüft werden. Das Enzym HpaII 
ist methylierungssensitiv, d.h. ist die Schnittstelle des Enzyms methyliert kann keine 
Spaltung erfolgen. MspI hingegen besitzt dieselbe Erkennungssequenz, ist aber nicht 
methylierungssensitiv und sollte in jedem Fall schneiden. Die übrigen verwendeten 
Enzyme haben an dieser Position keine Schnittstelle und sollten daher ein Signal in der 
Stärke des unverdauten Materials erzeugen.  
Wie in der Abbildung 31 ersichtlich, sind in den Ansätzen mit den Enzymen HpaII und 
MspI in beiden Gewebetypen nur sehr geringe Mengen an DNA-Matrize, gegenüber der 
Probe ohne enzymatische Spaltung, nachweisbar (max 6 % des Ausgangsmaterials). Da 
auch auch bei Verwendung des methylierungssensitiven Enzyms HpaII eine vollständige 
Spaltung der DNA beobachtet werden kann, liegt an dieser Position des C4-PEPC-Gens 
keine nachweisbare DNA-Methylierung vor. Ein gewebeabhängiger Unterschied ist 
ebenfalls nicht erkennbar. 
Die weiteren Ansätze zeigen erwartungsgemäß Signale in der Höhe des unverdauten 
Materials, da an dieser Position keine entsprechenden Schnittstellen für die Enzyme 
vorhanden waren. Auffällig ist allerdings, dass die Signale für das Wurzelgewebe 
zumindest bei den Enzymen Hin6I, Bsp143I und Cfr13I unter denen aus grünem Gewebe 
liegen. Dies ist wahrscheinlich auf technische Varianzen in der Messung zurückzuführen 
und hat keine Bedeutung für die DNA-Methylierung an dieser Position. 
 
Analog wurde diese Untersuchung der DNA-Methylierung für DNA aus belichteten 
Mesophyll- und Bündelscheidenzellen durchgeführt. Sie wurde außerdem auf zusätzliche 
Positionen des C4-PEPC-, des C4-ME- und des C4-PPDK-Gens erweitert, sofern die DNA-
Sequenzen an den gemessenen Positionen die entsprechende Schnittstellen besaßen. Das 
Ergebnis ist in Tabelle 4 zusammengefasst. 
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Tabelle 4: DNA-Methylierung 
Dargestellt ist eine Übersicht über die gemessenen Positionen und Gene (Kapitel 2.1.12), der gefundenen 
Methylierungen sowie der Enzyme mit denen diese Methylierungen nachgewiesen wurden. Untersucht 
wurden etiolierte und belichtete Blätter sowie belichtetes Mesophyll- und Bündelscheidengewebe. GB = 
Gesamtblatt, MS = Mesophyllzellen, BS = Bündelscheidenzellen. 
 
Position Gewebe Methylierungsstatus 
Restriktionsenzym, mit dem 
der Nachweis erfolgte 
P1 etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
P2 etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
C1 etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
methyliert; in allen 
untersuchten Geweben Cfr13I und Hin6I 
C2 etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
C3 etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
PPDK C4 prom etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
ME prom etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
unmethyliert  
Zein etioliertes GB 
belichtetes GB 
MS 
BS 
methyliert; in allen 
untersuchten Geweben Cfr13I 
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Eine Position im Zein-Gencluster diente als Kontrolle (Kapitel 2.1.12). Dieses Gencluster 
ist ausschließlich im Samenkorn aktiv und wird in allen übrigen Geweben stark reprimiert. 
Folglich wird vermutet, dass an dieser Sequenz eine DNA-Methylierung vorhanden ist. 
Dieses konnte in den vorliegenden Untersuchungen auch nachgewiesen werden. Lediglich 
im C4-PEPC-Gen konnten zwei methylierte Positionen an C1 gefunden werden, jedoch 
zeigte diese keinen gewebespezifischen Unterschied. Damit konnte eine gewebeabhängige 
DNA-Methylierung am C4-PEPC-, C4-ME oder C4-PPDK-Gen nicht nachgewiesen 
werden. 
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4 Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden epigenetische Mechanismen zur Regulation der 
Promotoraktivität am C4-PEPC-Gen untersucht. Der Fokus lag dabei auf belichtungs- und 
gewebeabhängigen Veränderungen der Histon- und DNA-Methylierung.  
Die Untersuchung der Histonmethylierung erfolgte über Chromatin-Immunopräzipitation, 
einer Methode, die bei Pflanzen erst sei kürzerer Zeit eingesetzt wird und der in vivo-
Detektion von DNA-Protein-Interaktionen dient. Die Analyse der DNA-Methylierung 
erfolgte über den Einsatz von methylierungssensitiven Restriktionsenzymen. Vor jedem 
Versuch wurde die Transkriptionsrate des C4-PEPC-Gens in den Proben über reverse 
Transkription isolierter RNA und Real-Time-PCR bestimmt. 
Zusätzlich zur Analyse des C4-PEPC-Gens wurden das C4-ME-Gen, das RbcS2-Gen für 
die kleine Untereinheit der RubisCO und das C4-PPDK-Gen betrachtet. Im Folgenden 
werden die verwendeten Methoden diskutiert, die Bedeutung der erhaltenen Daten 
aufgezeigt und in Bezug zum aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand gesetzt. 
 
4.1 Bestimmung von Transkriptmengen 
Nach erfolgreicher Isolierung von Gesamt-RNA aus verschiedenen Maisgeweben und der 
reversen Transkription der mRNA, konnte der Transkriptionsstatus der untersuchten Gene 
über Real-Time-PCR bestimmt werden. Um den Transkriptionsstatus des C4-PEPC-Gens 
in etiolierten und belichteten Blättern sowie der Wurzel zu ermitteln, wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein hnRNA-System für nascierende, ungespleißte RNA verwendet 
(Kapitel 3.1.3). Die Ergebnisse zeigen eine stufenweise Aktivierung des C4-PEPC-Gens: In 
Wurzelgewebe ist keinerlei Aktivität nachweisbar, der Promotor ist nicht aktiv. In 
etiolierten Pflanzen und auch in belichteten Bündelscheidenzellen ist eine geringe Aktivität 
vorhanden, in belichteten Mesophyllzellen ist der Promotor voll aktiv. Eine solche, 3-
stufige Aktivierung konnte bereits von Chua et al. (2001) für das Plastocyanin-Gen aus 
Erbsen nachgewiesen werden. Auch hier wurde das an der Photosynthese beteiligte Gen in 
Wurzelgewebe nicht exprimiert, in etiolierten Pflanzen konnte ein basale Aktivität 
nachgewiesen werden, in belichteten Pflanzen hingegen war der Promotor voll aktiv. Der 
Nachweis erfolgte hier allerdings über „run-on-assays“.  
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Das festgestellte, lichtinduzierte und gewebespezifische Expressionsmuster des C4-PEPC-
Gens ist zudem konsistent mit Daten von Sheen et al. (1999). Diese Arbeitsgruppe konnte 
ebenfalls keine Transkription in der Wurzel, jedoch eine deutliche Lichtinduktion des Gens 
in Maisblättern zeigen. Auch eine gewebespezifische Expression des C4-PEPC-Gens in 
Mesophyllzellen wurde von Sheen bereits über Northern-Blot-Analysen gezeigt (Sheen 
and Bogorad, 1987). 
Auch die Lichtinduktion des C4-ME-Gens, des C4-PPDK-Gens und der kleinen 
Untereinheit der RubisCO (RbcS2) wurde analysiert. Für diese Gene konnte ein ähnliches 
Muster festgestellt werden. In Maislaubblättern folgte die Transkription der Belichtung, in 
Wurzeln konnten keine Transkripte gemessen werden. Auch diese Daten entsprechen 
denen von Sheen et al. (1999). Für die genannten Gene ist ebenfalls eine 
gewebespezifische Regulation bekannt, so werden das C4-ME- und das C4-PPDK-Gen in 
Mesophyllzellen exprimiert (Sheen and Bogorad, 1987). Das RbcS2-Gen hingegen wird in 
etiolierten Pflanzen sowohl in Mesophyll- als auch in Bündelscheidenzellen exprimiert und 
erst bei Belichtung beschränkt sich die Transkription des Gens auf Bündelscheidenzellen 
(Ewing et al., 1998). Bezüglich der gewebespezifischen Expression in belichteten Blättern 
entspricht somit das C4-PPDK-Gen dem C4-PEPC-Gen und das C4-ME-Gen sowie das 
RbcS2-Gen stellen das gegenteilige Expressionsmuster dar. Mit diesem System können 
ChIP-Analysen zwischen einzelnen Geweben vergleichend betrachtet werden. Es kann 
ferner ausgeschlossen werden, dass etwaige Unterschiede in der Histonmethylierung in den 
Chromatinpräparationen der Gewebe begründet sind.  
 
Die Messung der Transkriptmengen diente auch der Bestimmung des Reinheitsgrades der 
isolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen. Hierzu wurde die Akkumulation der 
mRNA-Mengen des C4-PEPC-Gens (als Marker für Mesophyllzellen) sowie des C4-ME-
Gens (als Marker für Bündelscheidenzellen) untersucht. Diese Methode zur 
Reinheitsbestimmung wurde bereits von Hahnen et al. (2003) angewendet. Im Gesamtblatt 
werden sowohl C4-ME als auch C4-PEPC zu vergleichbaren Anteilen exprimiert. In 
Bündelscheidenzellen überwiegen die C4-ME-Transkripte deutlich gegenüber denen des 
C4-PEPC-Gens. In Mesophyllzellen hingegen sind kaum noch C4-ME-Transkripte 
nachweisbar, dafür kann aber eine hohe Akkumulation der Transkripte des C4-PEPC-Gens 
gezeigt werden (Kapitel 3.2.3.2.2). Dies lässt den Schluss zu, dass die isolierten 
Einzelgewebe eine deutliche Anreicherung von Mesophyll-, bzw. Bündelscheidenzellen 
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mit einem hohen Reinheitsgrad darstellten und somit eine gute Grundlage für ChIP-
Analysen dieser Gewebe bildeten.  
 
4.2 Promotoren aktiver Gene besitzen eine geringere Nukleosomendichte 
In der vorliegenden Arbeit wurden ChIP-Analysen zur Untersuchung der 
Histonmethylierung an Maisgenen durchgeführt. Als Modellsysteme dienten dabei die am 
C4-Stoffwechsel beteiligten Gene für die C4-PEPC, des C4-ME, der C4-PPDK und der 
kleinen Untereinheit der RubisCO RbcS2 (Kapitel 1.1.3). Diese Gene unterliegen sowohl 
einer lichtabhängigen als auch einer gewebespezifischen Regulation. Somit konnten 
verschiedene Zustände der Transkriptionsaktivität eingestellt und die entsprechenden 
Histonmethylierungsmuster untersucht werden. Dabei wurden Antikörper verwendet, die 
entweder gegen die invariante Domäne des Histons H3 oder gegen spezifische 
Modifikationen dieses Histons gerichtet waren und die Menge an präzipitiertem Material 
von verschiedenen Bereichen der Gene über Real-Time-PCR quantifiziert. Um zu 
vermeiden, dass ein nicht vorhandenes Signal eines Antikörpers darauf beruht, dass an der 
entsprechenden Position keine Nukleosomen vorhanden oder diese nicht zugänglich waren, 
wurde bei jeder ChIP-Analyse zunächst die Menge an präzipitierbarem Histon H3 
bestimmt. Dies wird in der Literatur auch als Nukleosomendichte beschrieben (Kristjuhan 
and Svejstrup, 2004; Pokholok et al., 2005). Auch die Nukleosomendichte selbst kann eine 
biologische Aussage beinhalten, oftmals wird die Dichte der Nukleosomen mit der 
Aktivität eines Gens verändert. Die verringerte Nukleosomendichte erlaubt wahrscheinlich 
das Binden von Transkriptionsfaktoren durch das Verschieben von Nukleosomen während 
der Transkriptionsinitiation (Agalioti et al., 2002), daher weisen aktive Promotoren häufig 
eine aufgelockerte Chromatinstruktur und eine geringere Nukleosomendichte auf (Li et al., 
1998; Chua et al., 2001; Pokholok et al., 2005). So ist auch in der vorliegenden Arbeit an 
den untersuchten Genen in Blattgewebe ein Rückgang der Nukleosomendichte in der 
Promotorregion zu erkennen. Beim C4-PEPC-Gen tritt dieser Effekt sowohl an der 
proximalen als auch der distalen Promotorposition auf, hier ist die Nukleosomendichte 
ungefähr um den Faktor 2 geringer als in der kodierenden oder intergenen Region. Dieser 
Rückgang ist unabhängig von der Belichtung und somit von der Promotoraktivität. Auch 
das gewebespezifische Muster der Genexpression im Blatt hat keinen Einfluss auf diesen 
Unterschied, sowohl in Mesophyll- als auch in Bündelscheidenzellen ist die 
Nukleosomendichte im Promotorbereich geringer als in der kodierenden Region, obwohl 
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die Transkription in Mesophyllgewebe um ein vielfaches höher liegt als in 
Bündelscheiden. In Wurzelgewebe hingegen ist das C4-PEPC-Gen überhaupt nicht aktiv, 
die Nukleosomendichte scheint hier an allen Positionen gleich zu sein und lässt auf eine 
sehr kompakte, unzugängliche Chromatinstruktur schließen. Weitere Unterschiede der 
Nukleosomendichte in Abhängigkeit von Licht oder gewebespezifischer Regulation in der 
kodierenden Region sind nicht zu erkennen.   
Diese Daten sind konsistent mit Untersuchungen von Chua et al. (2001) am Plastocyanin-
Gen in Erbsen. Wie bereits erwähnt, unterliegt auch dieses Gen einer dreistufigen 
Regulation. Analog zum C4-PEPC-Gen ist in Wurzel gar keine, in etioliertem Spross eine 
basale und in belichtetem Spross volle Transkription nachweisbar. Die Zugänglichkeit des 
Chromatins am Promotor folgt diesen Stufen der Genaktivierung. In Wurzeln ist die 
Nukleosomendichte stark erhöht, das Chromatin besitzt eine kompakte Struktur. In 
Sprossen hingegen ist die Struktur aufgelockert, die Nukleosomen sind besser zugänglich. 
Letzteres ist dabei unabhängig von der Belichtung. Die transkribierten Regionen des Gens 
wiesen keine Unterschiede in der Nukleosomendichte auf. Es wurde vermutet, dass durch 
das Verschieben der Nukleosomen ein „aktivierbarer“ Genzustand hergestellt wird. Die 
volle Aktivierung des Plastocyanin-Gens erfolgt schließlich nach einer lichtabhängigen 
Acetylierung der Histone. Dieses Modell könnte auch für das C4-PEPC-Gen zutreffen. 
Auch hier liegen die Nukleosomen der Promotorregion in etiolierten und belichteten 
Blättern aufgelockert vor. Die volle Aktivierung des Gens erfolgt ebenfalls bei Belichtung 
und wird von einer Hyperacetylierung der Histone begleitet (Offermann et al., 2006).  
Weitere Arbeitsgruppen fanden hingegen in Hefezellen bei genomweiten Untersuchungen 
und auch bei Analysen von einzelnen Genen eine direkte Kopplung von 
Nukleosomendichte mit Transkriptionsaktivität (Reinke and Horz, 2003; Lee et al., 2004; 
Morillon et al., 2005; Pokholok et al., 2005). Hier erfolgte eine verstärkte 
Umstrukturierung des Chromatins erst bei der Aktivierung von Genen. Es könnte demnach 
auch Gen- oder auch Organismus-spezifische Unterschiede geben. Auch die Gene für das 
C4-Malatenzym, die C4-PPDK und das RbcS2-Gen zeigen sowohl in etiolierten als auch in 
belichteten Geweben eine etwas geringere Nukleosomendichte in der Promotorregion im 
Vergleich zum kodierenden Bereich. In Wurzel, also einem Gewebe, in dem die 
Promotoren der Gene vollständig inaktiv sind, treten diese Unterschiede nicht auf. Somit 
zeigen auch die weiteren untersuchten, am C4-Stoffwechsel beteiligten Gene in der 
Nukleosomendichte ein Verhalten ähnlich dem des C4-PEPC-Gens.  
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Um auszuschließen, dass eine gemessene Veränderung der Histonmethylierung eigentlich 
auf einem Verlust der Nukleosomen oder der Zugänglichkeit der Histone beruht, wurde in 
der vorliegenden Arbeit zunächst die Nukleosomendichte in Bezug zur eingesetzten 
Chromatinmenge gemessen und dann die präzipitierten DNA-Mengen mit den Antikörpern 
gegen einzelne Modifikationen auf die Nukleosomendichte an der jeweiligen Genposition 
bezogen (Reinke and Horz, 2003; Hanlon and Lieb, 2004; Kristjuhan and Svejstrup, 2004). 
Mit dem Bezug der Werte auf die Menge an präzipitierbarem Histon H3 können zudem 
Schwankungen zwischen ChIP-Analysen von verschiedenen Chromatinpräparationen 
minimiert und diese gut miteinander verglichen werden. Variablen zwischen den 
Präparationen wie beispielsweise eine effiziente Fixierung aller im Gewebe vorhandenen 
Zellen, Unterschiede in der Fragmentierung des Chromatins durch Ultraschallbehandlung 
auf ähnliche Größen oder das gleichmäßige Lösen der Formaldehydverbindungen können 
so überprüft werden (Clayton et al., 2006).  
Der Bezug auf die Nukleosomendichte ist bei den Untersuchungen zum 
Methylierungsstatus der Histone in Wurzelchromatin von entscheidender Bedeutung. 
Während sich die präzipitierten Mengen mit den Antikörpern der ChIP-Analysen von 
Gesamtblättern, bzw. Mesophyll- und Bündelscheidenzellen nicht wesentlich voneinander 
unterscheiden, liegen in der Wurzel  sämtliche, auf die DNA-Ausgangsmenge bezogene 
Werte sehr viel höher als in den anderen Geweben. Als Folge wurde beispielsweise mit 
dem Antikörper gegen den invarianten C-Terminus des Histons H3 in der Wurzel bis zu 
30-mal mehr DNA präzipitiert als im Gesamtblatt. Eine derartige Erhöhung der 
Nukleosomendichte kann nicht auf biologischen Ursachen beruhen und muss technisch 
bedingt sein. Dies könnte zum einen an der Qualität der Präparation liegen, zum anderen 
an der deutlich geringeren Menge an extrahiertem Wurzelchromatin. Dieser Effekt ist 
zudem bei allen eingesetzten Antikörpern zu beobachten. Ein direkter Vergleich der Werte 
zwischen Wurzeln und Blättern ist daher nur durch eine Standardisierung möglich. In 
Kapitel 3.2.3.1 sind verschiedene Bezugsmöglichkeiten aufgezeigt. Die nahe liegendste 
Form ist die bereits erläuterte Standardisierung auf den Antikörper gegen Histon H3. Die 
geringere Menge an eingesetztem Wurzelchromatin könnte so nivelliert werden. Es muss 
jedoch dabei bedacht werden, dass hier die präzipitierten DNA-Mengen von zwei 
verschiedenen Antikörpern aufeinander bezogen werden und nicht sichergestellt werden 
kann, dass die entsprechenden Antikörper in der jeweiligen Chromatinlösung die gleichen 
Bindungseigenschaften, bzw. Linearität der Bindung aufweisen. So kann beispielweise das 
Bindungsverhalten der Antikörper unterschiedlich auf Bestandteile der Chromatinlösung 
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reagieren. Eine niedriger konzentrierte Chromatinlösung kann bei einem Antikörper zu 
einer vermehrten Bindung führen, während bei einem anderen Antikörper keinen Effekt zu 
beobachten wäre. Daher ist beim Bezug der Antikörper aufeinander eine Aussage über 
quantitative Unterschiede nur begrenzt möglich. Eine weitere Möglichkeit ist die 
Standardisierung auf andere Gene (He et al., 2003; Jackson et al., 2004; Sung and 
Amasino, 2004; Mathieu et al., 2005; Yan and Boyd, 2006; Yoo et al., 2006). In der 
vorliegenden Arbeit wurde das Gen des konstitutiv exprimierten Enzyms GAPDH als 
Bezug für Histonmodifikationen, die mit aktiven Genbereichen korrelieren, verwendet. Die 
Standardisierung der präzipitierten DNA-Mengen mit dem Antikörper gegen dimetH3K9 
erfolgte auf das Retrotransposon Copia, da diese Histonmodifikation gemäß Literatur eher 
mit inaktiven Chromatinbereichen verbunden ist (Kapitel 1.2.3). Es wird hierbei davon 
ausgegangen, dass das Modifikationsmuster auf dem jeweiligen Gen bei Vergleich der 
verschiedenen Gewebe identisch oder zumindest sehr ähnlich ist. Die dritte Möglichkeit 
der Standardisierung ist nur für die Antikörper gegen H3K4 durchführbar. Mit der 
Annahme, dass ein Lysinrest nur entweder mono-, di- oder tri-methyliert vorliegen kann, 
ist es möglich, das Verhältnis der Methylierungen zueinander in Blatt- und Wurzelgewebe 
zu betrachten. Allerdings ist dabei zu beachten, dass die unmethylierte Form des Lysins 
nicht erfasst werden kann und auch hier die präzipitierten DNA-Mengen von Antikörpern 
mit verschiedenen Bindungseigenschaften aufeinander bezogen werden. 
Die verschiedenen Bezugsmöglichkeiten und ihre Auswirkungen auf den Vergleich der 
Modifikation von H3K4 zwischen Wurzel- und Blattchromatin sind in Tabelle 5 noch 
einmal schematisch zusammengefasst. Grundsätzlich sollten alle verwendeten 
Standardisierungsmöglichkeiten dasselbe Ergebnis zeigen. Der Bezug auf GAPDH und die 
Bestimmung des prozentualen Anteils der verschiedenen Methylierungen stimmen in ihrer 
Aussage auch nahezu überein. Beide resultieren in einem stärkeren Signal der tri-
Methylierung und einem schwächeren Signal der mono-Methylierung  des H3K4 in der 
kodierenden Region des C4-PEPC-Gens im Blatt gegenüber der Wurzel. Der Bezug auf 
die, mit dem Antikörper gegen Histon H3 präzipitierte Menge, zeigt insgesamt ein 
stärkeres Vorkommen aller Histonmodifikationen im Blatt gegenüber der Wurzel. Di- und 
trimetH3K4 treten sowohl in der Promotor- als auch in der kodierenden Region des C4-
PEPC-Gens im Blatt viel stärker auf, der monometH3K4-Wert ist dort nur leicht erhöht. 
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Tabelle 5: Standardisierungsmöglichkeiten zum Vergleich von Wurzel- und Blattgewebe  
Die Tabelle zeigt das Ergebnis der im Text beschriebenen Standardisierungsmethoden auf die präzipitierte 
DNA-Menge mit einem Antikörper gegen Histon H3, auf das Referenzgen GAPDH und den prozentualen 
Anteil von mono-, di- und tri-metH3K4 bei Wurzel- und Blattgewebe für das C4-PEPC-Gen. +/++/+++ 
bedeutet ein leicht erhöhtes/erhöhtes/stark erhöhtes Vorkommen der jeweiligen Histonmodifikation in 
Blattgewebe im Vergleich zu Wurzelgewebe, −/−− entspricht einem etwas geringerem/geringerem 
Vorkommen in Blattgewebe, = bedeutet ein vergleichbares Vorkommen in beiden Geweben. Prom = 
Promotorregion (Positionen P1, P2), cds = kodierende Region (Positionen C1, C2, C3). 
 
 
Histon- 
Modifikation 
Gen-
Bereich 
 
auf Histon H3 
 
auf GAPDH 
prozentualer 
Anteil 
monometH3K4 prom 
cds 
+ 
+ 
= 
− 
= 
− − 
dimetH3K4 prom 
cds 
+++ 
+++ 
= 
= 
= 
= 
trimetH3K4 prom 
cds 
+++ 
+++ 
= 
+++ 
= 
+++ 
 
Da die Standardisierung auf GAPDH und die Bestimmung des prozentualen Anteils der 
Methylierungen ein vergleichbares Ergebnis liefern, liegt der Verdacht nahe, dass die 
Standardisierung auf Histon H3 in dieser Situation fehlerhaft war. Ob das an einem 
unterschiedlichen Bindungsverhalten des Antikörpers in den verschiedenen Geweben liegt, 
andere technische Ursachen hat oder die Abweichungen doch auf einer fehlerhaften 
Standardisierung der beiden anderen Bezugsmöglichkeiten beruhen, konnte nicht geklärt 
werden und bedarf weiterer Versuche. 
Über alle 3 Standardisierungsmethoden stabil erhalten bleibt demnach nur die erhöhte tri-
Methylierung von H3K4 in der kodierenden Region des C4-PEPC-Gens in Blättern relativ 
zur Wurzel. Durch die Verwendung der Bezugsmethoden kann somit, trotz der technischen 
Probleme beim Vergleich von ChIP-Analysen aus verschiedenen Geweben mit 
unterschiedlichem Aufbau und verschiedenen Zelltypen, mit hoher Wahrscheinlichkeit 
abgeleitet werden, dass H3K4 in der kodierenden Region des C4-PEPC-Gens im 
Blattgewebe tri-methyliert vorliegt und in der Wurzel diese Methylierung nicht vorhanden 
ist. Für mono- und dimetH3K4 ist dieses Bild nicht so deutlich, tendenziell scheint 
allerdings die mono-Methylierung in der Wurzel stärker als im Blatt zu sein. 
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4.3 Die Methylierungen von H3K4 und H3K9 zeigen spezifische 
Verteilungsmuster 
Die Untersuchung der Histonmethylierung erfolgte mit Antikörpern, die gegen mono-, di- 
oder tri-methyliertes H3K4, bzw. di-methyliertes H3K9 gerichtet waren. In der Literatur 
werden di- und trimetH3K4 klassischerweise mit aktivem Chromatin, dimetH3K9 mit 
inaktivem Chromatin assoziiert (Kapitel 1.2.3). Bei der Analyse des C4-PEPC-Gens aus 
Blattgewebe konnten alle diese Modifikationen an mit diesem Gen assoziierten Histonen 
nachgewiesen werden. Die einzelnen Modifikationen zeigten dabei jeweils ein spezifisches 
Muster. So sind mono-methylierte Histone relativ gleichmäßig über das gesamte C4-PEPC-
Gen verteilt, di-methylierte Histone hingegen sind vorwiegend an der proximalen 
Promotorposition und im 3`-Bereich der kodierenden Region zu finden. Auch die tri-
Methylierung beschränkt sich auf das C4-PEPC-Gen, an der distalen Promotorposition und 
im intergenen Bereich ist sie nicht nachweisbar. Damit ist das Histonmethylierungsmuster 
grundlegend anders als das Histonacetylierungsmuster des C4-PEPC-Gens. Die 
Untersuchung der Acetylierung erfolgte von Offermann et al. (2006) mit Antikörpern 
gegen acetyliertes Histon H3 und Histon H4 sowie hyperacetyliertes Histon H3. Dabei 
konnten acetylierte Histone in belichteten Blättern am gesamten Promotorbereich des Gens 
und an den Positionen C2 und C3 in der kodierenden Region nachgewiesen werden.  
 
Über das genspezifische Vorkommen von monometH3K4 ist bislang nicht viel bekannt. 
Kouskouti und Talianidis (2005) konnten bei dem HNF-1-, HNF-4- und Albumin-Gen aus 
humanen Zellen die Verteilung dieser Modifikation über das gesamte Gen mit einem 
Maximum in der Mitte der kodierenden Region zeigen und vermuten eine Rolle dieser 
Modifikation bei der Transkriptionselongation. ChIP-Analysen mehrerer Gene der 
Grünalge Chlamydomonas und von Hefezellen (Morillon et al., 2005; van Dijk et al., 
2005) zeigten, dass monometH3K4 hier nicht mit bestimmten Genbereichen, wie 
beispielsweise Promotoren oder kodierenden Regionen, kolokalisiert. Zudem wurde der 
mono-Methylierung in diesen Arbeiten eine Aufgabe in der Repression von Genen 
zugeschrieben, da diese Modifikation nur bei inaktiven Genen vorhanden war und bei der 
Aktivierung der Transkription zu Gunsten von trimetH3K4 abnahm. So zeigt das MET16-
Gen in Hefe einen Verlust von monometH3K4 und eine Zunahme von trimetH3K4 
(Morillon et al., 2005). Über die Bedeutung bei höheren Pflanzen gibt es derzeit keine 
Untersuchungen, jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit eine gewebespezifische 
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Änderung von monometH3K4 zwischen Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
nachgewiesen werden. Eine Mono-Methylierung von H3K4 konnte vor allem für das Gen 
der C4-PPDK, tendenziell aber auch für die Gene der C4-PEPC und der RbcS2 
vornehmlich in dem Gewebe nachgewiesen werden, in dem das jeweilige Gen nicht 
exprimiert wurde. Für Histone aus Wurzelgewebe liegen ebenfalls Hinweise vor, dass 
diese Modifikation hier gegenüber dem Blattgewebe verstärkt präsent ist. Auch wenn das 
Ausmaß der mono-Methylierung bei den einzelnen, untersuchten Genen variiert, so könnte 
die vorliegende Arbeit dennoch die Hypothesen von van Dijk und Morillon (Morillon et 
al., 2005; van Dijk et al., 2005) stützen und diesem Marker eine reprimierende Bedeutung 
zuschreiben.   
 
Eine di- oder tri-Methylierung von H3K4 wurde für diverse Gene in Arabidopsis (Bastow 
et al., 2004; Alvarez-Venegas and Avramova, 2005; Zhao et al., 2005), Hefe (Santos-Rosa 
et al., 2002; Ng et al., 2003) und humanen Zellen (Schneider et al., 2004; Bernstein et al., 
2005; Kouskouti and Talianidis, 2005) beschrieben. Diese Modifikationen konnten in den 
genannten Arbeiten vor allem für Promotoren und 5`-Bereiche von aktiven Genen 
nachgewiesen werden, insbesondere dimetH3K4 kommt allerdings auch häufig in 
kodierenden Regionen vor. In der vorliegenden Arbeit konnte eine di-Methylierung von 
H3K4 am C4-PEPC-, C4-ME- und dem C4-PPDK-Gen sowohl am Promotor als auch in der 
kodierenden Region gefunden werden. Diese Modifikation erwies sich als lichtunabhängig, 
zeigt aber ein gewebespezifisches Verteilungsmuster zwischen Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen. Sowohl für das C4-PEPC-, C4-ME- als auch das C4-PPDK-Gen 
konnte die Modifikation jeweils verstärkt in dem Gewebe nachgewiesen werden, in dem 
das Gen nicht aktiv war. Beim RbcS2-Gen war dieser Effekt nicht so klar zu beobachten. 
Die tri-Methylierung von H3K4 zeigte ein gegensätzliches Verteilungsmuster. Diese 
Modifikation konnte für das C4-PEPC-, C4-ME- und das RbcS2-Gen der RubisCO nur in 
den Geweben nachgewiesen werden, in denen die jeweiligen Gene aktiv sind. Dabei war 
diese Verteilung ebenfalls lichtunabhängig. Das Gen der C4-PPDK zeigte in diesem Fall 
keinen Effekt. Auch die ChIP-Analyse der Wurzel als transkriptionsinaktives Gewebe 
zeigte für das C4-PEPC-Gen eine deutliche Abnahme von trimetH3K4. Eine Zunahme der 
di-Methylierung konnte hier jedoch durch technische Probleme nicht nachgewiesen 
werden. 
Somit sind Histone in Blattgeweben, in denen die Transkription der Gene aktiviert werden 
kann durch trimetH3K4 markiert. Histone in Geweben, in denen die untersuchten Gene nie 
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exprimiert werden, sind hingegen durch einen Verlust von trimetH3K4 und das 
Vorkommen von dimetH3K4 gekennzeichnet. Die größten Unterschiede und somit das 
deutlichste Resultat konnte dabei für die Gene der C4-PEPC und des C4-ME gemessen 
werden. Die Beobachtungen beschränken sich dabei nicht auf einzelne Genbereiche, da 
sowohl die Promotoren, als auch die kodierenden Regionen betroffen sind. Am C4-PPDK- 
und dem RbcS2-Gen sind diese Effekte nur tendenziell zu beobachten, für weitere 
Aussagen müsste an diesen Genen die Datendichte erhöht und eventuell zusätzliche 
Positionen untersucht werden. 
 
Eine Zunahme der tri-Methylierung in Korrelation mit der Transkriptionsaktivität wurde in 
der Literatur oft für den Promotorbereich beschrieben (Santos-Rosa et al., 2002; Ng et al., 
2003; Bernstein et al., 2005; Morillon et al., 2005), in der hier vorliegenden Arbeit mit 
Maispflanzen treten jedoch offensichtlich auch Veränderungen in der kodierenden Region 
auf. Ob diese di- oder tri-Methylierung innerhalb der kodierenden Region bei Pflanzen 
eine Funktion hat, ist bislang nicht geklärt. Jedoch gibt es Hinweise, dass eine di-
Methylierung transkribierte Genbereiche im Allgemeinen markieren könnte (Alvarez-
Venegas and Avramova, 2005; Shi and Dawe, 2006). Andere Untersuchungen zeigten, 
dass eine di-Methylierung von H3K4 eine Art „vorbereitender“ Marker ist, der das Gen in 
einen aktivierbaren Status versetzt (Lachner et al., 2003; Tsuji et al., 2006). Dabei konnten 
Tsuji et al. (2006) in Reispflanzen zeigen, dass die beiden, durch Stress induzierten Gene 
ADH1 und PDC1 bei ihrer Transkriptionsinduktion einen Wechsel der 
Histonmodifikationen von dimetH3K4 zu trimetH3K4 aufweisen. Auch wenn der 
Modifikationswechsel hier direkt bei der Transkriptionsinitiation erfolgte, so ist ein 
ähnliches Modell für das C4-PEPC- und das C4-ME-Gen in Mesophyll- und 
Bündelscheidenzellen denkbar. Der Modifikationswechsel erfolgt hier jedoch nicht 
zusammen mit der Transkriptionsaktivierung sondern gewebeabhängig und könnte 
vielleicht die maximal mögliche Transkriptionsstärke in den Einzelgeweben festlegen. 
Santos-Rosa et al. (2002) konnten durch ChIP-Analysen in Hefezellen ebenfalls für 
mehrere Gene zeigen, dass diese in inaktivem Zustand di-methyliert an H3K4 vorlagen 
und die Aktivierung mit einer Abnahme des dimetH3K4 und Zunahme von trimetH3K4 
einherging. Hier wurde die Aktivität nur durch trimetH3K4 bestimmt. Die vorwiegend für 
Versuche mit tierischen oder humanen Zellen häufige Aussage in der Literatur, dass 
sowohl dimetH3K4 als auch trimetH3K4 als Aktivmarker gelten (Kapitel 1.2.3), muss also 
an dieser Stelle in Frage gestellt, bzw. eingeschränkt werden. Da Pflanzen bezüglich des 
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Vorkommens von Histonmodifikationen einige Besonderheiten aufweisen (Houben et al., 
2003; Schneider et al., 2004), könnten hier aber auch organismusspezifische Aspekte von 
Bedeutung sein. Zudem wird eine di- oder tri-Methylierung von H3K4 in Menschen 
wahrscheinlich durch verschiedene Enzyme vorgenommen (Turner, 2003). In Hefezellen 
hingegen werden sowohl dimetH3K4 als auch trimetH3K4 durch das Enzym SET1 
katalysiert (Santos-Rosa et al., 2002; Turner, 2003). Da bereits erwähnt wurde, dass 
transkriptionsaktivierbare Gene aber nur di-methyliertes H3K4 besitzen, muss es einen 
Mechanismus geben, der die tri-Methylierung durch SET1 verhindert. Dies könnte 
beispielsweise über methylbindende Proteine erfolgen, die den di-methylierten Status 
schützen. Denkbar wäre auch ein Mechanismus des Enzyms der unter bestimmten 
Voraussetzungen eine zusätzliche tri-methylierung verhindert oder auch die Aktivität einer 
Demethylase (Santos-Rosa et al., 2002). Proteine mit SET-Domänen kommen vorwiegend 
in Hefezellen und Pflanzen vor, in Tieren haben die meisten SET-Proteine keine 
Homologe (Springer et al., 2003). In Maispflanzen konnten 19 Proteine mit SET-Domänen 
identifiziert werden, SDG127 entspricht dabei dem SET1-Protein von Hefezellen (Springer 
et al., 2003). Der Mechanismus des „di-tri-Wechsels“ bei Hefen könnte folglich auch in 
dieser Form in Maispflanzen existieren und die fehlenden SET1-Homologe können die 
Unterschiede in der Auswirkung von di- bzw. trimetH3K4 zwischen C4-typischen Genen 
von Mais, bzw. Hefen und tierischen Organismen erklären.  
Der tri-Methylierung der Histone in der kodierenden Region von Hefe-Genen wird neben 
der Rolle bei der Transkriptionsaktivierung eine Bedeutung bei der 
Transkriptionselongation und der Aufrechterhaltung der Transkription zugeschrieben, da 
hier bereits eine Interaktion der Histonmethyltransferasen SET1 und SET2 mit RNA-
PolymeraseII nachgewiesen werden konnte (Martin and Zhang, 2005). Demnach wäre die 
tri-Methylierung von H3K4 in der vorliegenden Arbeit für das C4-PEPC-Gen in belichteten 
Gesamtblättern und Mesophyllzellen zu erwarten gewesen, also in den Geweben mit einer 
hohen Transkriptionsrate. Nachgewiesen werden konnte sie jedoch auch in etiolierten 
Geweben, also bei geringer Transkriptionsaktivität. Dies spricht gegen eine Funktion in der 
Transkriptionselongation und lässt die tri-Methylierung hier eher als Voraussetzung zur 
Transkription, bzw. als Markierung des aktiven Gewebes vermuten. 
Einen anderen Effekt zeigt das C4-ME-Gen. Im Rahmen der Untersuchungen zur 
Transkription wurden hier zur Kontrolle auch die Verhältnisse der hnRNA- zu mRNA-
Mengen in Bündelscheidenzellen und Gesamtblättern betrachtet (Daten nicht gezeigt), da 
wie bereits erwähnt, die mRNA-Menge nicht immer einen Rückschluss auf die 
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Promotoraktivität erlaubt. Für das C4-PEPC-Gen zeigte sich, dass in belichteten 
Bündelscheidenzellen der Promotor tatsächlich kaum aktiv ist. Die Transkriptionsrate ist 
vergleichbar mit der in etiolierten Gesamtblättern (vgl. Offermann et al., 2006). Bezüglich 
des C4-ME-Gens konnte jedoch sowohl in Bündelscheiden- als auch in Mesophyllzellen 
eine Aktivität des Promotors nachgewiesen werden. Offensichtlich werden die Transkripte 
in Mesophyllzellen posttranskriptionell abgebaut. Dies ist zwar konsistent mit Ergebnissen 
anderer Arbeitsgruppen (Sheen and Bogorad, 1987; Sheen, 1999), hat aber Auswirkungen 
auf die Interpretation der Histonmodifikationen des C4-ME-Gens. Trotz der Aktivität des 
Gens in beiden Geweben ist am Promotor eine tri-Methylierung des H3K4 verstärkt in 
Bündelscheiden messbar, also in dem Gewebe, in dem unter natürlichen Bedingungen bei 
Belichtung die Expression des Proteins erfolgt. Die kodierende Region zeigt nur bei 
Belichtung eine tri-Methylierung von H3K4 in der Bündelscheide. Ob hier 
unterschiedliche Mechanismen zwischen Promotor und kodierender Region vorliegen oder 
eine Art Rückkopplungsmechanismus der Expression auf die Histonmodifikationen, kann 
nur vermutet werden und bedarf weiterer Untersuchungen.  
 
Bezüglich des Wechsels von dimetH3K4 zu trimetH3K4 auf dem C4-PEPC- und dem C4-
ME-Gen in Mesophyll- und Bündelscheidenzellen wäre besonders interessant, an welchen 
Zeitpunkt in der morphologischen Entwicklung des Blattes diese Modifikationen etabliert 
werden. Eine ChIP-Analyse mit sehr jungem, noch nicht differenziertem Sprossgewebe 
könnte hierüber Aufschluss geben. Da die Entwicklung der untersuchten 
Histonmodifikationen unabhängig vom Licht ist, ist die differentielle Markierung der 
Histone ausschließlich auf gewebespezifische Faktoren zurückzuführen. Es liegt daher 
nahe in weiteren Versuchen festzustellen, ob hierfür die spezifische Aktivität von 
Histonmethyltransferasen, Histondemethylasen, Transkriptionsfaktoren oder auch von 
methylbindenden Proteinen, die beispielsweise einen bestimmten Methylierungsstatus vor 
einer Demethylierung schützen, verantwortlich sind. 
 
Überraschenderweise ist auch der klassische Marker für Heterochromatin, dimetH3K9 am 
C4-PEPC-Gen vorhanden, diese Modifikation befindet sich vorwiegend in der 
Promotorregion, dem 5`-Ende der kodierenden und der intergenen Region kurz hinter der 
kodierenden Sequenz.  
Houben et al. (2003) konnten in einer mikroskopischen Analyse der Verteilung von 
trimetH3K9 und dimetH3K4 bei 24 Pflanzenarten zeigen, dass die Modifikation 
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dimetH3K4 zwar in ihrer Verteilung ein recht homogenes Bild aufweist, die Verteilung 
von trimetH3K9 allerdings je nach Größe des Pflanzengenoms eine anderes Muster 
aufweist. Aufgrund der Assoziation von trimetH3K9 mit inaktiven Genbereichen und des 
hohen Gehaltes an repetitiver DNA in Mais, kommt diese Modifikation hier 
vergleichsweise häufiger vor als in Pflanzen mit kleineren Genomen wie beispielsweise 
Arabidopsis. Für die Verteilung von dimetH3K9 ist ein ähnliches Verhalten vorstellbar. 
Die mit dem Antikörper gegen dimetH3K9 präzipitierten DNA-Mengen liegen, verglichen 
mit den anderen eingesetzten Antikörpern auf einem sehr niedrigen Niveau. Dies könnte 
eventuell mit dem hohen Vorkommen dieser Modifikation im Maisgenom begründet sein. 
Die eingesetzten Antikörper hätten somit eine Vielzahl möglicher Bindungsstellen was in 
einer niedrigen präzipitierten DNA-Menge an den einzelnen Positionen resultieren könnte. 
Diesen Effekt könnte man zumindest begrenzt umgehen, indem eine höhere Menge an 
Antikörpern eingesetzt würde, jedoch spielt hier der Kostenfaktor eine wichtige Rolle. 
Das Vorhandensein einer K9-Histonmethylierung am C4-PEPC-Gen war zunächst 
unerwartet, konnte aber durch die Verwendung eines PCR-Systems im Gen des 
Retrotransposons Copia und im Zein-Gencluster, welches im Blatt inaktiv vorliegt, sowie 
einer im telomeren Bereich amplifizierenden PCR-Position bestätigt werden. An diesen 
Positionen konnte eine K9-Methylierung in der Höhe des C4-PEPC-Gens nachgewiesen 
werden. Ein Vergleich mit einem Aktin-Gen zeigte, dass an diesem konstitutiv 
exprimierten Gen keine di-Methylierung des H3K9 vorlag. Somit konnte sichergestellt 
werden, dass das dimetH3K9-Signal auf dem PEPC-Gen nicht auf unerwünschten 
Bindungen des Antikörpers beruht und hier eine tatsächliche Methylierung vorliegt. Damit 
widersprechen die Daten mehreren Veröffentlichungen zu Untersuchungen in Arabidopsis, 
die diese Modifikation als Heterochromatin-Marker in Pflanzen beschrieben haben 
(Houben et al., 2003; Jackson et al., 2004; Naumann et al., 2005). Einzelne Analysen in 
Arabidopsis konnten dimetH3K9 jedoch auch in euchromatischen Regionen nachweisen. 
Die Repression des Flc-Gens bei Vernalisierung korreliert beispielsweise mit einer 
Zunahme der di-Methylierung von H3K9 am Promotor und im 5`-Bereich der kodierenden 
Region (Bastow et al., 2004). Auch die Aufrechterhaltung der Repression der SUP- und 
FWA-Gene in Arabidopsis unterliegt einem H3K9-abhängigen Mechanismus (Lindroth et 
al., 2004). Für Maispflanzen konnte von bei einer genomweiten Analyse von Shi and Dawe 
(2006) nachgewiesen werden, dass dimetH3K9 nicht in Heterochromatin, sondern in 
Euchromatin vorkommt. Die Autoren vermuteten, dass es sich bei den dimetH3K9-
markierten Bereichen um temporär abgeschaltete Gene handelt. Dementsprechend wäre 
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eine di-Methylierung von H3K9 am C4-PEPC-Gen zwar in etiolierten Blattgeweben und 
Wurzeln erwartet worden, jedoch nicht in grünem, voll aktivem Gewebe. Dieses 
Phänomen wurde für Pflanzen bislang noch nicht beschrieben, es gibt jedoch ChIP-
Untersuchungen in humanen Zellen von Vakoc et al. (2005), die einen PolII-abhängigen 
Mechanismus der di-Methylierung von H3K9 bei der Aktivierung von Genen und auch an 
konstitutiv exprimierten Genen wie GAPDH zeigen. Es wurde bereits von Martin and 
Zhang (2005) vermutet, dass diese Modifikation genspezifische Funktionen sowie 
unterschiedliche Auswirkungen haben könnte je nachdem ob sie in der Promotor- oder der 
kodierenden Region lokalisiert ist. Ob die dimetH3K9-Methylierung am C4-PEPC-Gen 
einer Funktion zugeschrieben werden kann, bedarf daher weiterer Untersuchungen. 
 
4.4 Beitrag zur Histon-Code-Hypothese 
In der vorliegenden Arbeit konnten verschiedene Zustände der Methylierung von H3K4 
mit bestimmten Funktionen korreliert werden. Eine mono- und di-Methylierung dieses 
Lysinrestes wurde mit Geweben assoziiert, in denen die untersuchten Gene in einem 
reprimierten Status vorliegen. Eine tri-Methylierung von H3K4 korrelierte mit Geweben, 
in denen die Gene durch Licht aktiviert werden können. Dies legt eine funktionelle 
Bedeutung der Methylierung an sich und auch des Grades an Methylierung an H3K4 nahe. 
Der These des Histon-Codes (Kapitel 1.2.5) nach haben einzelne Histonmodifikationen 
oder auch Modifikationsmuster eine bestimmte Funktion in der Zelle. Sie können durch die 
Bindung von Proteinen an die modifizierten Histone in zelluläre Funktionen „übersetzt“ 
werden. Speziell für die Histonmethylierung von H3K4 ist dabei der Grad an 
Methylierung, also mono-, di- oder tri-Methylierung von Bedeutung. In menschlichen 
Zellen konnte gezeigt werden, dass zur Erkennung von mono-, di- oder trimetH3K4 
unterschiedliche Proteine existieren. So können Proteine mit MBT-Domäne nur 
monometH3K4 binden, 53BP1 und C20orf104 enthalten eine Tudor-Domäne und binden 
dimetH3K4 und das Tudor-Protein JMJD2A bindet trimetH3K4 (Kim et al., 2006). Neben 
diesen möglichen Methylierungen können je nach Protein auch weitere Modifikationen 
erkannt werden, beispielsweise ein bestimmter Methylierungsgrad von H3K9, H3K79 oder 
H4K20 (Kim et al., 2006). Es bestehen also Möglichkeiten, verschiedene Kombinationen 
von Histonmodifikationen zu erkennen und diese durch Interaktionen mit Enzymen oder 
Transkriptionsfaktoren in eine zelluläre Funktion zu übersetzten. In Pflanzen ist bislang 
nur die Erkennung von trimetH3K4 durch eine „plant homeodomain“ (PHD) des 
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„nucleosome remodelling factors“ (NURF) bekannt (Mellor, 2006; Wysocka et al., 2006), 
was eine Umstrukturierung des trimetH3K4-markierten Chromatins zur Folge hat. Es 
werden aber auch hier weitere Mechanismen vermutet.  
 
Die Situation am C4-PEPC-Gen stützt die These des Histon-Codes. Wie bereits durch 
Offermann et al. (2006) gezeigt werden konnte, wird die Acetylierung des Gens durch 
Licht vermittelt. Sie ist sowohl in Mesophyll- als auch in Bündelscheidenzellen zu finden, 
obwohl das Gen nur in Mesophyllzellen stark transkribiert wird. Es müssen also weitere 
Mechanismen an der Transkriptionsaktivierung beteiligt sein. Die in der vorliegenden 
Arbeit gezeigte, differentielle Histonmethylierung in Mesophyll- und Bündelscheiden-
gewebe könnte einen dementsprechenden Beitrag leisten. So könnte durch trimetH3K4 
zunächst das Mesophyllgewebe als potentielles Gewebe zur Genexpression von C4-PEPC 
markiert werden. Zur lichtinduzierten Aktivierung des Gens wird dieses durch 
Acetylierung in den aktiven Status versetzt und somit die Transkription ermöglicht. Dieses 
Szenario ist sicherlich stark vereinfacht, da außer dem entsprechenden Gewebe und dem 
notwendigen Lichtreiz noch weitere Faktoren, beispielsweise Hormone oder der 
energetische Zustand der Zelle, von Bedeutung sind. Es liegt daher nahe, mögliche 
Auswirkungen dieser Reize auf Histonmodifikationen am C4-PEPC-Gen zu untersuchen.    
 
4.5 DNA-Methylierung 
Auch eine DNA-Methylierung kann einen direkten oder indirekten Einfluss auf die 
Transkriptionsrate eines Genes haben (Johnson et al., 2002). Bezüglich der DNA-
Methylierung des C4-PEPC-Gens sind bereits Untersuchungen von 2 Arbeitsgruppen 
durchgeführt worden. So konnten Langdale et al. (1991) nachweisen, dass eine Position im 
5`-Bereich des PEPC-Promotors eine aktivitätsabhängige Methylierung zeigt. Mit der 
Belichtung von Mesophyllzellen nimmt der Grad an DNA-Methylierung an dieser Position 
ab. In etioliertem Mesophyllgewebe, Wurzeln und auch in Bündelscheidenzellen ist das 
Cytosin hingegen methyliert. Zwei CpG-Inseln innerhalb des PEPC-Gens wurden dagegen 
als dauerhaft unmethyliert eingestuft. Die Arbeitsgruppe um Ngernprasirtsiri et al. (1988) 
zeigte allerdings zuvor, dass eine Position im PEPC-Gen bei Belichtung in 
Bündelscheidenzellen methyliert wird, in Mesophyllzellen aber unmethyliert bleibt. Diese 
Daten widersprechen denen von Langdale et al., was eventuell an den verwendeten, 
unterschiedlichen Methoden, anderen Mais-Varietäten oder der Detektion 
                                                                                                                                                                 DISKUSSION 
 112
unterschiedlicher Isoformen des Gens liegen könnte (Langdale et al., 1991). Somit ist die 
Bedeutung der DNA-Methylierung im Zusammenhang mit Lichtinduktion oder 
Gewebespezifität am PEPC-Gen noch ungeklärt. Leider waren bei beiden Untersuchungen 
keine entsprechenden Sequenzinformationen des PEPC-Gens vorhanden die in der 
vorliegenden Arbeit eine Verifikation der Daten über PCR ermöglicht hätten. Die von 
Langdale et al. bestimmte Position liegt zudem außerhalb der, bisher durch Datenbanken 
zur Verfügung stehenden, Promotorsequenz. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die 
bereits bei der ChIP-Analyse eingesetzten PCR-Systeme verwendet, um durch 
Restriktionsspaltung mit methylierungssensitiven Enzymen Hinweise auf den DNA-
Methylierungsstatus des PEPC-Gens zu erhalten. Eine Kontrolle der Daten erfolgte über 
den Einsatz von methylierungssensitiven und unsensitiven Enzymen sowie der 
gleichzeitigen Analyse einer PCR-Position im Zeingencluster (Kapitel 3.6). Dieser 
Genbereich ist nur im Samenkorn aktiv und unterliegt in anderen Geweben einer starken 
Repression. Da die langfristige Repression von Genen häufig mit einer starken DNA-
Methylierung korreliert, wurde vermutet, dass auch dieser Genlokus methyliert vorliegt. 
Dies konnte in den durchgeführten Versuchen auch nachgewiesen werden. Bei allen 
weiteren untersuchten Genen und Positionen konnte nur an der Position C1 des C4-PEPC-
Gens eine Methylierung gezeigt werden. Die Schnittstellen der Enzyme Cfr13I und Hin6I 
sind im Bereich dieses PCR-Systems methyliert. Ein gewebespezifischer oder 
lichtabhängiger Effekt analog zu den Arbeiten von (Ngernprasirtsiri et al., 1988; Langdale 
et al., 1991) konnte nicht nachgewiesen werden, der Grad an Methylierung ist in allen 
untersuchten Geweben sowohl in belichteten als auch in etiolierten Pflanzen ähnlich. 
Zudem liegt die methylierte Position C1 in der von Langdale et al. identifizierten, nach 
ihren Untersuchungen nicht methylierten, CpG-Insel. Dieser Widerspruch ist eventuell mit 
unterschiedlichen Mais-Varietäten oder dem hohen Polymorphismus des C4-PEPC-Gens 
zu erklären (Langdale et al., 1991; Sheen, 1991).  
Eine genomweite Analyse in Arabidopsis mit einer sehr hohen Auflösung von 35 bp 
offenbarte, das je nach Funktion, Expressionsstärke und Gewebespezifität unterschiedliche 
DNA-Methylierungsmuster auftreten können. Entgegen den bisherigen Meinungen in der 
Literatur, dass DNA-Methylierung mit inaktiven Genen korreliert (Kapitel 1.2.6), wird hier 
gezeigt, dass aktive, hoch exprimierte Gene oft in der kodierenden Region methyliert sind 
und gewebespezifisch exprimierte Gene meist eine verstärkte DNA-Methylierung im 
Promotorbereich zeigen (Zhang et al., 2006). Für C4-PEPC als gewebespezifisch 
transkribiertes Gen wäre demnach durchaus eine methylierte CpG-Insel erwartet worden. 
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In anderen Arbeiten in Mais wurde hingegen eine Verteilung der DNA-Methylierung mit 
Bezug zur Chromatinstruktur nachgewiesen. So zeigten Steward et al. (2002), dass 
Nukleosomen-assoziierte DNA-Bereiche am kälteinduzierbaren ZMI1-Gen weniger stark 
methyliert sind im Vergleich zu Linker-DNA-Regionen zwischen den Histonen. Bei einer 
Kältebehandlung der Pflanzen blieb die DNA-Methylierung in den Linker-Regionen aus 
Wurzelchromatin erhalten, während sie bei Nukleosomen-assozierten DNA-Bereichen 
stark abnahm. Damit reagierten bestimmte Chromatinbereiche, unabhängig davon, ob hier 
CpG-Inseln lagen, unterschiedlich auf den externen Reiz Kälte. Dies scheint jedoch kein 
genereller Mechanismus zur Integration von Reizen zu sein und auch das C4-PEPC-Gen 
folgt diesem Schema nicht. 
Des Weiteren konnte von mehreren Arbeitsgruppen eine Verbindung von DNA-
Methylierung zu K9- oder K4-Histonmethylierung nachgewiesen werden, vor allem die 
Repression von Chromatinbereichen durch das Zusammenspiel von K9-
Histonmethylierung und DNA-Methylierung wurde intensiv untersucht (Richards, 2002; 
Lindroth et al., 2004; Mathieu et al., 2005; Bernstein et al., 2006). Eine ähnliche Situation 
wurde auch für die Repression des C4-PEPC-Gens in Wurzel, Bündelscheide oder 
etiolierten Pflanzen erwartet. Ein Bezug zwischen DNA-Methylierung und 
Histonmodifikationen konnte für das C4-PEPC-Gen allerdings mangels methylierter DNA-
Bereiche leider nicht hergestellt werden. 
 
Ob die DNA-Methylierung des PEPC-Gens einer bestimmten Regulation unterliegt oder 
Verbindung zur Histonmethylierung bestehen, konnte somit nicht geklärt werden. Längere, 
methylierte Bereiche wie CpG-Inseln hätten mit der Verwendung von 
methylierungssensitiven Enzymen bestimmt werden können. Diese liegen am C4-PEPC-
Gen nicht vor. Sollten aber einzelne Modifikationen an definierten Positionen für die 
Regulation der Transkription des Gens entscheidend sein, so hätten diese bei der 
angewendeten Methode nur durch den Einsatz einer hohen Anzahl von 
Restriktionsenzymen und mehr PCR-Systemen aufgedeckt werden können. Daher wäre, 
trotz des hohen zeitlichen Aufwandes, für zukünftige Analysen eine Bisulfit-
Sequenzierung des gesamten Gens die geeignete Methode (Papa et al., 2001). 
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick 
Die lichtabhängige und gewebespezifische Expression verschiedener, am C4-Zyklus 
beteiligter Gene wurde in dieser Arbeit als Modellsystem verwendet um die Beteiligung 
epigenetischer Mechanismen an der Transkriptionsregulation dieser Gene zu untersuchen. 
Es wurden die Histon- und DNA-Methylierung am C4-PEPC-, C4-ME, C4-PPDK- und dem 
RbcS2-Gen der kleinen Untereinheit der RubisCO in etiolierten und belichteten 
Laubblättern, in Wurzelgewebe und in isolierten Mesophyll- und Bündelscheidenzellen 
betrachtet.  
Ein Einfluss der DNA-Methylierung auf Licht-abhängige oder gewebespezifisch regulierte 
Transkriptionsaktivierung konnte nicht festgestellt werden, jedoch wurden eine starke 
Korrelation bestimmter Histonmethylierungen mit potentiell transkriptionsaktiven 
Geweben festgestellt. So zeigen Gewebe, in denen die Gene durch Licht aktiviert werden 
können, ein starkes Vorkommen von trimetH3K4. Gewebe, in denen hingegen keine 
Transkription stattfindet, weisen ein erhöhtes Maß an mono- und dimetH3K4 auf. Die 
untersuchten Histonmethylierungen waren dabei unabhängig von der eigentlichen 
Transkription der Gene. Am stärksten zu beobachten war dieser Effekt auf den Genen für 
die C4-PEPC und das C4-ME, jedoch zeigten auch die Gene für C4-PPDK und RbcS2 
entsprechende Tendenzen. Ob das gefundene Muster der Histonmethylierung ein allgemein 
gültiges Muster für gewebespezifisch exprimierte Gene ist, wäre ein interessanter Ansatz 
für weitere Untersuchungen. Dabei könnten einerseits die bereits in dieser Arbeit 
durchgeführten und leider nur begrenzt interpretierbaren Analysen zum 
Histonmethylierungsstatus in Wurzel ausgeweitet oder auch weitere Gewebe untersucht 
werden. In dieser Hinsicht liegt eine ChIP-Analyse von sehr jungem Sprossgewebe nahe. 
Hier sind noch keine Mesophyll- und Bündelscheidenzellen ausgebildet und die 
Histonmethylierung müsste in diesem Gewebe eine Art „Grundzustand“ darstellen. Da 
Maispflanzen sowohl C4- als auch C3-Mesophyll besitzen, könnte die Betrachtung von C3-
Mesophyll (beispielsweise aus der Blattscheide) ferner Aufschluss darüber geben, welchen 
Grad der Methylierung die C4-Enzyme PEPC und PPDK hier besitzen und welche 
Faktoren an der gewebespezifischen Etablierung des Methylierungsmusters beteiligt sein 
könnten.  
Für das C4-PEPC-Gen konnte bereits gezeigt werden, dass neben der gewebespezifischen 
Methylierung an H3K4 auch die durch Licht vermittelte Acetylierung von Histonen eine 
wichtige Rolle spielt (Offermann et al., 2006). Im Konsens mit der Histon-Code-
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Hypothese wäre das Modell denkbar, dass verschiedene Reize über bestimmte 
Histonmodifikationen auf das C4-PEPC-Gen „geschrieben“ werden. Diese Informationen 
könnten durch Proteine „abgelesen“ werden und so könnten verschiedene Signale integriert 
und die Transkription des Gens an die jeweiligen Bedingungen angepasst werden. Die 
Wirkung verschiedener, auf photosynthetisch aktive Gene reprimierend wirkender 
Metabolite, wie beispielsweise Zucker, oder auch der Einsatz von Phytohormonen könnte 
Einblicke in diese Regulationswege geben (Jang and Sheen, 1994; Pego et al., 2000). Das 
in dieser Arbeit verwendete Modellsystem C4-typischer Gene ist durch das leichte 
Einstellen verschiedener Promotoraktivitäten und der Gewebespezifität für solche 
kombinatorischen Untersuchungen besonders geeignet. Interessant ist dabei nicht nur die 
Betrachtung der hier bereits untersuchten Histonmethylierungen, sondern auch das 
Zusammenspiel mit Methylierungen an anderen Positionen oder weiteren 
Histonmodifikationen. Damit könnte die Hypothese des Histon-Codes mit einer möglichen 
Signalintegration am C4-PEPC Gen vereint werden und ein Beitrag zum Verständnis 
epigenetischer Mechanismen zur Regulation der Promotoraktivität am C4-PEPC-Gen und 
auch allgemein zur Genregulation in Pflanzen geleistet werden. 
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5 Zusammenfassung 
 
Gene liegen im Zellkern in Chromatin verpackt vor. Die Transkriptionsaktivierung von 
Chromatin ist mit verschiedenen epigenetischen Mechanismen verbunden, wobei die 
kovalente Modifikation von Histonen eine zentrale Rolle spielt. Zu den wichtigsten 
Modifikationen zählen die Methylierung und Acetylierung der N-terminalen Bereiche der 
Histone H3 und H4. Während Acetylierung fast grundsätzlich mit Transkriptions-
aktivierung korreliert, können bestimmte Methylierungsmuster entweder aktivierend oder 
reprimierend wirken. Ein zweiter epigenetischer Regulationsmechanismus ist die DNA-
Methylierung, die häufig mit reprimierten Genbereichen in Verbindung steht. 
Um den Zusammenhang von epigenetischen Mechanismen und Transkription zu 
untersuchen, ist das Modellsystem C4-typischer Gene besonders geeignet, da diese Gene 
sowohl eine lichtabhängige als auch eine gewebespezifische Regulation der Transkription 
aufweisen und daher verschiedene Transkriptionszustände relativ einfach hergestellt und 
analysiert werden können. In der vorliegenden Arbeit wurden der Transkriptionsstatus der 
untersuchten Gene über Real-Time-PCR bestimmt, die Histonmethylierung über ChIP-
Analysen erfasst und die DNA-Methylierung durch die Verwendung methylierungs- 
sensitiver Enzyme untersucht. Die Analysen wurden durchgeführt für die Gene der 
Enzyme C4-PEPC, C4-ME, C4-PPDK und für das Gen der kleinen Untereinheit RbcS2 der 
RubisCO. Die genannten Gene werden bei der Belichtung von Blättern entweder in 
Mesophyll- oder Bündelscheidenzellen exprimiert. Ein Einfluss der DNA-Methylierung 
auf lichtabhängige oder gewebespezifisch regulierte Transkriptionsaktivierung konnte 
nicht festgestellt werden, jedoch wurde eine starke Korrelation bestimmter Histon-
methylierungen mit potentiell transkriptionsaktiven Geweben festgestellt. So zeigen die 
Promotoren und kodierenden Regionen der untersuchten Gene jeweils in dem Gewebe, in 
dem die Transkription durch Belichtung aktiviert werden kann, ein starkes Vorkommen 
von tri-methyliertem Lysin an der Position 4 des Histons H3 (= H3K4). Gewebe, in denen 
hingegen keine Transkription stattfindet, weisen ein erhöhtes Maß an mono- und di-
Methylierung an diesem Lysinrest auf. Die untersuchten Histonmethylierungsmuster waren 
dabei unabhängig von der eigentlichen Transkription der Gene, insbesondere war eine 
Belichtung der Blätter für die Etablierung des Musters nicht notwendig. Am stärksten zu 
beobachten war dieser Effekt auf den Genen für die C4-PEPC und das C4-ME, jedoch 
zeigten auch die Gene für C4-PPDK und RbcS2 entsprechende Tendenzen. Die di-
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Methylierung von Lysin 9 auf Histon H3, eine üblicherweise mit inaktivem Chromatin 
assoziierte Modifikation, ist entgegen der Erwartungen auch auf dem C4-PEPC-Gen 
nachweisbar. Hierbei werden ähnlich starke Signalintensitäten beobachtet wie auf einer 
transkriptionell vollständig inaktivierten Retrotransposon-Sequenz. Ein Vergleich der 
Modifkationsmuster zwischen Blatt- und Wurzelgewebe weist auf eine starke Reduktion 
der tri-Methylierung des H3K4 in der Wurzel hin, für die anderen Modifikationen konnten 
hier noch keine endgültigen Resultate erzielt werden. Die Daten werden in einen 
Zusammenhang mit dem Modell der Histon-Code-Hypothese gesetzt und eine mögliche 
Integration verschiedener Umwelteinflüsse über bestimmte Histonmodifikationen in eine 
Promotorantwort wird diskutiert.  
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6 Anhang 
 
6.1 Abkürzungen 
 
Act   Aktin 
ADP    Adenosindiphosphat 
APS    Amoniumpersulfat 
ATP    Adenosintriphosphat 
bp    Basenpaar 
BS   Bündelscheidenzellen 
BSA    Bovines Serumalbumin 
CA   Carboanhydrase 
cDNA    complementary DNA 
ChIP    Chromatin-Immunpräzipitation 
Cop   Copia Retrotransposon 
C-terminal   Carboxy-terminal 
cv.   Kultivar 
dATP   Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP   Desoxycytidintriphosphat 
ddATP  Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP   Didesoxycytidintriphosphat 
ddGTP  Didesoxyguanosintriphosphat 
ddNTP(s)  Didesoxynukleotidtriphosphat(e) 
ddTTP   Didesoxythymidintriphosphat 
dGTP   Desoxyguanosintriphosphat  
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNaseI   Desoxyribonuclease 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dNTP(s)  Desoxynukleotidtriphosphat(e) 
DOF    DNA binding with one finger 
DTT    Dithiothreitol 
dTTP   Desoxythymidintriphosphat 
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dUTP   Desoxyuridintriphosphat 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EtBr    Ethidiumbromid 
EZ   Epidermiszellen 
g    Erdbeschleunigung 
GAPDH  Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
H2O       Destilliertes Wasser 
H3    Kern-Histon H3 
H4    Kern-Histon H4 
HAT    Histonacetyltransferase 
HDAC   Histondeacetylase 
HMT    Histonmethyltransferase 
hnRNA   heterogene nukleare RNA 
kb    Kilobasen 
L    Lysin 
LB   Leitbündel 
MDH    Malatdehydrogenase 
ME    Malatenzym 
M-MLV RT                Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 
mRNA   messenger RNA 
MS                   Mesophyllzellen 
NAD(P)   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid(-Phosphat) 
NADH   Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrogen 
NADP+                       Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (oxidiert) 
NADPH  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduziert) 
NP-40    Nonidet-40 
NTC   Negativkontrolle 
N-terminal   Amino-terminal 
OAA    Oxalacetat 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PEP    Phosphoenolpyruvat 
PEPC   Phosphoenolpyruvat-Carboxylase 
PPDK    Pyruvat-Pi-Dikinase 
Pyr    Pyruvat 
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RbcS2   kleine Untereinheit der RubisCO 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm    Umdrehungen pro Minute 
rRNA   ribosomale RNA 
RubisCO   Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase 
RuBP   Ribulose-1,5-bisphosphat 
S   Stomata 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
Taq    Thermus aquaticus 
Tel   Telomer 
Tm   Schmelztemperatur 
Tris    Trishydroxymethylaminoethan 
tRNA   transfer RNA 
U   units 
v/v    Volumen/Volumen 
w/v    Masse/Volumen 
Zein   Zeingencluster 
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